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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
ADCC  Celična citotoksičnost odvisna od protiteles (ang. Antibody dependent cell 
  mediated cytotoxicity) 
ADCP  Celična fagocitoza odvisna od protiteles (angl. Antibody-dependent cellular 
  phagocytosis) 
ALC  Afinitetna tekočinska kromatografija (angl. Affintiy liquid cromatography)   
ATP  Adenozin trifosfat (angl. Adenosine triphosphate – ATP) 
BHK  Celice iz ledvic mladih hrčkov (angl. Baby hamster kidney cell line) 
CDC  Od komplementa odvisna citotoksičnost (angl. Complement-dependent  
  cytotoxicity  
CDR  Komplementarne determinante (angl. Complementarity determining region 
–   CDR) 
CHO  Ovarijske celice kitajske hrčice (angl. Chinese hamster ovary cells - CHO 
cells   
CZE Kapilarna conska elektroforeza (angl. Capillary zone eletrophoresis - CZE)  
dO2  Raztopljeni kisik ( angl. Dissolved oxygen - dO2) 
Fab  Regija za vezavo antigena (angl. Antigen-binding fragment) 
Fc  Konstantna regija protitelesa (angl. Fragment crystallizable region) 
FcγR  Celični gama receptorji konstantne regije (angl. Fragment crystallizable  
  gamma receptor)  
Glc  Glukoza 
GlcNAc N-acetilglukozamin (angl. N-acetylglucosamine - GlcNac) 
Gmap  Profil glikanov (angl. Glycan mapping - Gmap) 
GnT-III β-1,4-Manozil-glikoprotein-4-β-N-acetilglukozaminiltransferaza     
HILIC  Hidrofilna interakcijska kromatografija (angl. Hydrophilic interaction   
  chromatography) 
IgG1  Imunoglobulin razreda G1 (angl. Immunoglobulin – Ig) 
IVCC  Integrirana koncentracija živih celic  
mAb  Monoklonsko protitelo (angl. Monoclonal antibody) 
Man  Manoza 
MSX  Metionin sulfoksid 
MTX  Metotreksat  
NS0  Celice iz mieloma miši (angl. Nonsecreting murine myeloma cell line) 
pCO2  Parcialni tlak CO2 (angl. CO2 partial pressure - pCO2) 
RPM  Obrati na minuto (angl. Revolutions per minute – RPM)  
SF  Stresalna erlenmajerica (angl. Shake flask - SF)  
UDP  Uridin difosfat 
VCD  Koncentracija živih celic (angl. Viable cell density) 
WFI  Voda za injeciranje (angl. Water for injection) 
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1 UVOD 
Proizvodnjo bioloških zdravil lahko v grobem delimo na proizvodnjo inovativnih in 
podobnih bioloških zdravil. Doseganje visoke produktivnosti je eden glavnih ciljev pri 
razvoju bioprocesa za proizvodnjo inovativnih bioloških zdravil. Večina biofarmacevtskih 
proizvodnih režimov temelji na bioprocesih z dohranjevanjem, ki omogočajo visoko 
produktivnost in ohranjajo nižjo (operativno) kompleksnost. Titer produktov, proizvedenih 
s pomočjo celične linije ovarijev kitajske hrčice (CHO), je v zadnjih letih skoraj eksponentno 
naraščal (Li in sod., 2010). Optimizacija titra je temeljila na genetskem inženiringu 
ekspresijsko stabilnih celičnih linij (Huang in sod., 2012) ter na spreminjanju 
dohranjevalnega medija (Jiang in sod., 2012; Fike, 2009). 
V razvoju podobnih bioloških zdravil pa glavni cilj pri razvoju bioprocesa postane ustreznost 
kakovosti produkta. Proizvedena aktivna učinkovina mora imeti ustrezne fizikalno kemijske 
lastnosti, ki zagotavljajo varnost in učinkovitost biološkega zdravila. V primeru 
proizvedenega rekombinantnega protitelesa tipa IgG1 so merila kakovosti produkta npr. 
celovitost primarnega aminokislinskega zaporedja, ustreznost zvijanja proteina, 
glikozilacijski vzorec itd.  
Biofarmacevtska podjetja pospešeno iščejo inovativne rešitve, da bi skrajšala čas, potreben 
za razvoj učinkovine do njenega vstopa na trg, ohranile stroškovno učinkovitost in 
zagotovila proizvodno fleksibilnost na trgu, kjer pogosto več podjetij proizvaja terapevtike 
za podobne tarče in klinične indikacije. Terapije s protitelesi običajno obsegajo dolgoročne 
tretmaje z večjimi dozami, zaradi česar pogosto problem predstavlja časovno in stroškovno 
učinkovita proizvodnja, ki bi zagotovila zadostne količine zdravila, ki ustrezajo kliničnim 
potrebam. 
Optimalni pogoji za visok titer pogosto tekmujejo s pogoji za želeno kakovost. Pri 
optimizaciji nas zanima vpliv, kako spremenjena koncentracija glukoze in dodatek 
putrescina izboljšata celično rast, podaljšata bioproces in povečata sintezo produkta ter 
vplivata na kakovost. Ne glede na trend zniževanja deleža fukoziliranih protiteles zaradi 
dviga aktivnosti celične citotoksičnosti odvisne od protiteles (ang. Antibody dependent cell 
mediated cytotoxicity, ADCC) je za nas po kakovosti ustreznejši produkt tisti, ki je bolj 
fukoziliran oziroma manj afukoziliran.. V razvoju bioloških podobnih zdravil je ključen 
razvoj protiteles s tarčno vrednostjo fukozilacije, odstopanja od tarčnih vrednosti zaradi 
vpliva na farmakokinetske lastnosti niso dovoljena. V naših poskusih smo poenostavili 
realen primer iz razvoja, kjer običajno želimo optimizirati več parametrov kakovosti hkrati. 
Zaradi omejitev pri izvedbi našega eksperimenta smo se osredotočili samo na optimizacijo 
fukozilacije protiteles. 
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1.1 CILJI RAZISKOVALNE NALOGE 
Z uporabo štirih ekspresijsko stabilnih klonov iz dveh različnih celičnih linij smo raziskovali, 
ali je količina produkta, proizvedenega v bioprocesu z dohranjevanjem, odvisna od celične 
linije in klona.  
S primerjavo bioprocesnih pogojev, namenjenih optimizaciji donosnosti bioprocesa, ter 
pogojev, namenjenih optimizaciji kakovosti produkta, smo ugotavljali, kako razvoj 
bioprocesa v smeri izboljševanja kakovosti produkta vpliva na celično produktivnost in 
končni titer protiteles v bioprocesu. 
Kljub pozornosti, ki jo med razvojem bioprocesa posvetimo kakovosti produkta, pa bi ob 
koncu bioprocesa želeli pridobiti čim večjo količino produkta. Ker imamo ob razvoju 
bioprocesa za namen proizvodnje podobnih bioloških zdravil zastavljena dva različna cilja, 
predpostavljamo, da z dosegom enega žrtvujemo drugega. Predpostavljamo torej, da se na 
račun razvoja bioprocesa, ki nam zagotavlja ustrezno kakovost produkta, odmikamo od 
visoko donosnega bioprocesa. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Postavljene hipoteze so: 
 Z gojenjem različnih celičnih linij pri enakih bioprocesnih pogojih pričakujemo 
različne končne titre produkta. 
 Z gojenjem različnih klonov iste celične linije pri enakih bioprocesnih pogojih 
pričakujemo enake končne titre produkta. 
 V bioprocesnih pogojih, kjer bo nastajal kakovostno ustreznejši produkt, 
pričakujemo nižjo količino produkta. Zaradi omejitev izvedbe poskusa in analitike 
smo spremljali le glikanski profil monoklonskega protitelesa (mAb) in se 
osredotočili predvsem na fukoziliranost mAb. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BIOLOŠKA ZDRAVILA 
Biološka zdravila so kompleksne makromolekularne učinkovine, proizvedene s pomočjo 
genetske manipulacije živih celic ali celotnih organizmov. Gre za skupino zdravil s 
kompleksno kemijsko strukturo, ki se uporabljajo kot terapevtiki, profilaktiki ali v 
diagnostične namene. Proizvedeni so s pomočjo genetske manipulacije in ne s kemijsko 
sintezo ali ekstrakcijo iz naravnih bioloških virov (Kabir in sod., 2019). Njihova proizvodnja 
zahteva uporabo modernih biotehnoloških orodij, kot so tehnike rekombinantne DNA in 
hibridomska tehnologija, izvedene v prirejenih bioloških sistemih. Med biofarmacevtike 
tako spadajo rekombinantne oblike naravnih proteinov (inzulin, eritropoetin, interferoni), 
biološke spojine, pridobljene iz naravnih virov (cepiva, encimi, polipeptidi, 
imunokonjugati), genske terapije, ki potekajo z nadomeščanjem, inaktiviranjem ali vnosom 
genov v celice in mAb (Zhang, 2010). Zaradi stroškov, povezanih z dolgoletnimi 
raziskavami in kliničnimi testiranji, so ta zdravila draga, po poteku patenta pa na trgu dobijo 
priložnost cenejša biološka podobna zdravila oziroma biosimilarji. 
2.1.1 Biološko podobna zdravila 
Po definiciji ameriške Agencije za hrano in zdravila (US FDA) so to učinkovine, ki morajo 
kazati predpisano podobnost z referenčnim biološkim zdravilom. Ujemati se morajo v 
varnosti, čistosti, učinkovitosti, biokemijskih in farmakogenetskih lastnostih, dovoljene pa 
so le manjše razlike v klinično neaktivnih sestavinah (WHO …, 2013). Za odobritev vstopa 
na trg proizvajalcem bioloških podobnih zdravil ni treba izvajati obsežnih kliničnih testiranj, 
opraviti pa morajo stroga ocenjevanja analitične, klinične, neklinične ter imunološke 
podobnosti in varnosti.  
Zaradi kompleksnosti in specifičnosti procesa je nemogoče proizvesti biološko podobna 
zdravila s popolnoma enakimi karakteristikami, kot jih ima referenčna učinkovina. To so 
velike molekule z več sto aminokislinami, različnimi sekundarnimi in terciarnimi 
strukturami in variacijami posttranslacijskih modifikacij. Strukturne variacije, povezane s 
procesom, lahko vodijo do razlik v učinkovitosti in varnosti, to pa predstavlja tveganje pri 
bioloških zdravilih, ki nimajo popolnoma poznanega mehanizma delovanja, zato za 
odobritev potrebujejo stroge regulatorne procese. Prvo odobreno biološko podobno zdravilo 
v Evropi je bil somatotropin (Omnitrope) leta 2006, prvo biološko podobno mAb pa 
Infliximab leta 2013 (GaBI..., 2021). V zadnjih treh desetletjih je bilo patentno odobrenih 
skoraj 300 rekombinantnih biofarmacevtikov. Do izdaje članka je bilo odobrenih skoraj 50 
bioloških podobnih zdravil, vendar vsi še niso komercialno dostopni bolnikom. V zadnjih 
letih je razvoj bioloških podobnih zdravil narasel. 
Bliža se iztek patentov petnajstih originatorskih molekul, ki so tarče za razvoj skoraj 65 
biološko podobnih zdravil, izraženih v sesalskih celicah (Agbogbo in sod., 2019).  
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2.1.2 Monoklonska protitelesa (mAb) 
Protitelesa spadajo v superdružino imunoglobulinov. So molekule imunskega sistema, ki 
lahko prepoznajo antigene bakterij in virusov ter inducirajo kaskado za nevtralizacijo in 
odstranitev patogenov in rešitev okužbe (Buss in sod., 2012). V človeškem organizmu je pet 
razredov imunoglobulinov (IgG, IgM, IgA in IgD), ki se razlikujejo v strukturi in lastnostih 
konstantne regije. V našem serumu je najbolj prisoten razred IgG in predstavlja 75 % vseh 
protiteles v obtoku (Shade in Anthony, 2013). Protitelesa razreda IgG so sestavljena iz štirih 
polipeptidnih verih,  dveh težkih in dveh lahkih verig. Vsaka težka veriga je sestavljena iz 
treh konstantnih domen CH1, CH2 ion CH3 (angl. Constant heavy domain).  Težki verigi 
sta med seboj povezani z disulfidnimi vezmi v pregibni regiji.  Na vsako težko verigo je z 
disulfidnimi vezmi pripeta še lahka veriga, sestavljena iz N-terminalne variabilne domene 
VL (angl. Variable light domain) in domene CL (angl. Constant light domain) (Jefferis, 
2005). Humani IgG imajo še štiri izotipe IgG1–4, ki se med seboj razlikujejo v sekvencah 
gama težke verige in številu disulfidnih mostičkov, ampak si delijo enako osnovno strukturo 
(Wang in sod., 2018). Spremenljiva regija Fab, kjer je vezišče za antigen, vsebuje paratop, 
ki specifično interagira z antigenom. Regijo za vezavo antigena (Fab) tvorijo lahka veriga z 
domenama CL in VL, skupaj z domenama VH  in CH1 težke verige. Konstantna regija (Fc), 
ki jo tvorita domeni CH2 in CH3 pa interagira z več celičnimi receptorji za konstantne regije 
iz gama težke verige (FcγR) in stimulira ter regulira efektorske mehanizme (Liu, 2015). 
2.1.3 Terapevtska monoklonska protitelesa tipa IgG 
 
Slika 1: Struktura monoklonskega protitelesa.Sestavljata ga dve domeni; variabilna in konstantna. Na težki 
verigi so tri konstantne regije (CH1, CH2, CH3) na težki in lahki je ena variabilna regija (VL, VH), ki sestavlja 
Fab, vezavno mesto za antigen. Fc regija iz težkih verig s tremi konstantnimi regijami je ključna za specifičen 
imunski odziv na antigen. Mesto N297 na katerega se vežejo glikani (prirejeno po Irani in sod., 2015). 
Tehnologijo pridobivanja mAb so odkrili leta 1975, šele v zadnjih 20 letih pa so s pomočjo 
hitro razvijajočih se biotehnoloških tehnik in naprednega znanja o imunskem sistemu odkrili 
potencial, ki ga imajo mAb pri zdravljenju bolezni. Z uporabo rekombinantne tehnologije so 
pripravili himerna protitelesa, sledila so humanizirana protitelesa in nazadnje človeška. 
Monoklonska protitelesa so največja skupina rekombinantnih proteinov. 
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V Evropi so bila prva zdravila na osnovi mAb proizvevedena v drugi polovici devetdesetih 
let, nato pa se je njihovo število hitro povečevalo. Danes je na trgu več kot 60 produktov 
mAb, ki so v ZDA odobreni za humano rabo, približno 40 pa jih letno vstopa v fazo kliničnih 
testiranj (Li in sod., 2017). Uporabljajo se kot terapevtska sredstva za zdravljenje raka, 
avtoimunskih bolezni, pri transplantacijah in za in vivo teste. Rekombinantna protitelesa se 
proizvajajo in vitro z uporabo sintetičnih genov. Vsa terapevtska mAb, odobrena za humano 
rabo, so proizvedena le v sesalskih celičnih linijah CHO, NS0 in Sp2/0 (Dumont in sod., 
2016), manjši delež mAb pa se proizvaja še v mikroorganizmih in rastlinah ali rastlinskih 
tkivnih kulturah (Raju in Jordan, 2012; Donini in Marusic, 2019). Primarna sekvenca 
proteina je določena z gensko sekvenco in kodonom transgena, posttranslacijske 
modifikacije so odvisne od ekspresijskega sistema in določajo mikroheterogenost 
rekombinantnega proteina (Kunert in Reinhart, 2016). 
Terapevtska mAb so veliki kompleksni in heterogeni glikoproteini (Slika 1). N-glikozilacija 
na asparaginu na poziciji 297 pomembno vpliva na učinkovitost in strukturo učinkovine in 
prisotnost ali odsotnost različnih saharidov ter na farmakokinetiko, farmakodinamiko in 
imunogenost mAb. N-glikani (fukoza, galaktoza, manaoza, ostanki sialične kisline) 
oblikujejo strukturno integriteto FcγR-vezavnih mest, lociranih na  Fc delu v drugi 
konstantni domeni., za pregibno regijo (Sakae in sod., 2017). 
Spremembe glikanske sestave in struktura lahko vplivajo na efektorsko funkcijo zaradi 
konformacijskih sprememb Fc domene, ki vpliva na vezavno afiniteto za Fcγ receptorje. Pri 
proizvodnji bioloških podobnih mAb pa se želimo čim bolj približati glikanski formi 
originatorskega mAb. Poleg glikoinženiringa celičnih linij in kemo-encimskega inženiringa 
lahko znatne spremembe v strukturi glikanov dosežemo z dodatki v gojitvenih medijih ter 
spremembo kemijskih in fizikalnih parametrov bioprocesa. Z informacijami o vplivu 
določenih spojin na heterogenost glikanske strukture v regiji Fc lahko predvidimo 
farmakokinetične in farmakodinamične lastnosti že v zgodnjem razvoju bioprocesov in 
medijev in pospešimo razvoj proizvodnega procesa. 
2.2  RAZVOJ BIOPROCESA 
Podjetja, ki želijo proizvesti podobna biološka zdravila, morajo v obratnem vrstnem redu 
razviti kompleksen proizvodni proces. Pričnejo z analizami referenčnega produkta in 
določitvijo kritičnih kvalitativnih lastnosti (angl. critical quality attributes, CQA). Gre za 
neke vrste obraten inženiring do želenih lastnosti molekule (Vulto in Jaquez, 2017). Določiti 
morajo potencialen vpliv razlik med podobnim biološkim zdravilom in referenčno molekulo 
na učinkovitost, varnost, imunogenost, farmakokinetiko in farmakodinamiko produkta. Izziv 
razvoja bioprocesa je razviti moderen proizvodni proces, ki konstantno zagotavlja  biološko 
podoben produkt in hkrati doseči komercialno konkurenčen titer. Vse okarakterizirane 
lastnosti potem tvorijo okvir oziroma tarčo, ki jo z razvojem bioprocesa želimo doseči 
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(Tsoruta in sod., 2015). Obširne analize dokazovanja podobnosti z originatorskim produktov 
vodijo do zmanjšanja regulatornih ovir pri predkliničnih kliničnih testiranjih in večjo 
sprejetnost na trgu.  
Ključni koraki proizvodnje podobnega biološkega zdravila so: izolacija želenega gena 
(imamo dostop do aminokislinske sekvence referenčne molekule), vnos v vektor, izražanje 
v gostiteljskem organizmu, izbor  gostiteljskega organizma oziroma celične linije, kreiranje 
celične banke in karakterizacija, proizvodnja proteina, purifikacija proteina, analiza, 
formulacija, dokazovanje podobnosti s fizikalnimi, kemijskimi in biološkimi analizami, 
regulatorna avtorizacija. V okviru klinične ocene za potrditev biološke podobnosti se 
opravijo: in vivo študije, farmakokinetska, farmakodinamična, toksikološka in bioanalitska 
evalvacija (Al-Sabbagh in sod., 2016). 
 
Slika 2: Časovnica razvoja referenčnega biološkega zdravila in biološkega podobnega zdravila (prirejeno po 
Agbogbo in sod., 2019). 
V procesu razvoja in proizvodnje biološko podobnih zdravil (Slika 2) se morajo ključne 
karakteristike kolikor se le da ujemati z originatorsko molekulo. Tarčno usmerjen razvoj 
poteka s pomočjo pristopov z vgrajeno kakovostjo (QbD) v vseh korakih razvoja od 
inženiringa in izbora celične linije, razvoja bioprocesa, do čiščenje in formulacije. Pri 
razvoju bioloških podobnih zdravil ni faze odkritja zdravilne molekule, hkrati pa ni potrebe 
po klinični fazi 2, ki vključuje preverjanje začetne učinkovitosti (Agbogbo in sod., 2019). 
Zato je za razvoj biološkega običajno potrebnih 8 let v primerjavi z 12 leti za razvoj 
inovativnega biološkega zdravila, stroški razvoja pa dosegajo zgolj 10 do 20 % stroškov 
razvoja originatorja. 
2.2.1 Bioproces z dohranjevanjem  
Bioproces z dohranjevanjem je tip bioprocesa, v katerem se med procesom dohranjuje eno 
ali več hranil, produkt pa ostaja v kulturi do konca procesa. Začetna koncentracija celic se 
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inokulira v gojišče v bioreaktorju z vzpostavljenimi pogoji. Med procesom se izvajajo 
dnevna vzorčenja metabolitov, pH in osmolalnosti. Dohranjevalni mediji se dodajajo po 
potrebi ali pa je količina vnaprej določena, odvisno od tipa procesa. Dohranjevanje naj bi 
bilo tolikšno, da volumen substrata ni pretiran in sta rast ter produktivnost popolnoma 
omogočena. Zaradi dodatka svežih hranil se obsežna akumulacija biomase ponavadi zgodi 
v eksponentni fazi rasti. Bioproces traja od 10 do 14 dni, odvisno od celične linije in 
produkta. Celotna suspenzija (brozga) se odstrani na koncu procesa, s filtracijo se odstrani 
celice, supernatant z učinkovino pa gre v nadaljnjo predelavo.  
Bioprocesni tip z dohranjevanjem je najpogosteje uporabljen sistem za proizvodnjo mAb 
(Birch in Racher, 2006). Ključna prednost pred ostalimi (na primer šaržnim ali perfuzijskim) 
je doseganje višjega končnega titra produkta in ohranjanje manjše kompleksnosti, predvsem 
na industrijski skali. Osnovni princip bioprocesa z dohranjevanjem je periodično ali 
kontinuirno dodajanje hranil glede na njihovo porabo, ki pa je odvisno od celične gostote, 
metabolizma in faze rasti (Zhang in sod., 2008). Eden od izzivov je, da se metabolizem 
celične kulture znatno spreminja med procesom, učinkovito dohranjevanje pa mora 
zadovoljiti potrebe celic, hkrati pa zmanjšati akumulacijo stranskih produktov (Zagari in 
sod., 2013) pod koncentracijo, ki bi omejila celično rast in proizvodnjo protiteles ter 
negativno vplivala na glikolizacijo med kasnejšimi fazami (Wlaschin in Hu, 2006). Za 
optimalno kakovost in donosnost je potrebna optimizacija fizikalnih (temperatura, mešanje 
in pretok zraka), kemijskih (delež raztopljenega kisika, pH, osmolalnost, koncentracije 
metabolitov) in bioloških (živost in koncentracija celic) parametrov. 
2.2.2 Bioproces z dohranjevanjem v stresalnih erlenmajericah 
Stresalne erlenmajerice, (angl. Shake flask, SF) (Slika 3) so pogosto uporabljene v 
laboratorijih za namnoževanje celic pred proizvodnjo na večji skali in za različne 
eksperimente (izbiro klonov, testiranje vpliva pogojev na produkt, modifikacije medija ali 
parametrov pri razvoju bioprocesov). Običajno imajo ožji vrat in ravno dno, lahko so iz 
stekla, plastike ali kovine, volumska kapaciteta pa znaša od 25 ml do 5 l. Izmenjava plinov 
poteka skozi porozno plast na zamašku, brez možnosti kontaminacije. Prenos kisika med 
fazami je odvisen od hitrosti stresanja, oblike erlenmajerice, volumna in viskoznosti kulture. 
Pri kultivaciji celic v stresalnih erlenmajericah je oteženo kontroliranje pH vrednosti in 
koncentracije raztopljenega kisika, a za namen in potrebe našega eksperimenta monitoring 
teh parametrov ni ključen.  
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Slika 3: Stresalne erlenmajerice proizvajalca Corning. 
2.3 CELIČNA LINIJA CHO 
Ker originatorska celična linija navadno ni dostopna, je za namene razvoja podobnega 
biološkega zdravila treba ustvariti novo stabilno in visoko produktivno linijo. Cilj je linija, 
ki ohranja nivo ekspresije med podaljšano kultivacijo s povišano klonsko stabilnostjo. 
Ovarijske celice kitajske hrčice (CHO) so uporabljene za približno 70 % vseh 
rekombinantnih biofarmacevtskih proteinov in za vsa mAb (adalimumab, bezlotoksumab, 
avelumab, dupilumab, durvalumab, ocrelizumab in brodalumab), odobrena od leta 2016 
dalje (Lalonde in Durocher, 2017). Njihove glavne prednosti pred drugimi linijami so hitra 
rast in robustnost ter kompatibilnost posttranslacijskih modifikacij glikanskih struktur 
rekombinantnih proteinov s humanimi (Kim in sod., 2012). Tehnologija transfekcije, 
amplifikacije in izbira klona so dobro opredeljene, brez humanih virusov, vnos 
rekombinantnih genov je razmeroma enostaven, enostavnejša pa je tudi adaptacija na 
proizvodno skalo. 
V zadnjih desetletjih je iz izvorne kulture CHO nastalo precej celičnih linij, ki se med seboj 
razlikujejo. Današnje celične linije CHO izvirajo iz fibroblastom podobnih celic, ki so bile 
leta 1958 izolirane iz ovarija kitajske hrčice (Puck in sod., 1958). Uporaba v industriji pa se 
je pričela po odkritju linij, ki nosijo mutacijo v genu za sintezo dihidrofolatne reduktaze 
(DHFR), ki omogoča genetsko manipulacijo oz. izbor transfeciranih celic. Leta 1980 so s 
kemijsko mutagenezo celične linije CHO-K1 ustvarili novo linijo DXB11, ki ima izbrisan 
en alel za gen DHFR (dihidrofolat reduktaza), drugi pa je inaktiviran (Urlaub in sod., 1983). 
Nekaj let kasneje so z ionizacijskim sevanjem ustvarili novo celično linijo CHO-DG44, ki 
ima izbrisana oba alela DHFR (Rajendra in sod., 2011; Zagari, 2012). Avksotrofnost celic 
za glicin, hipoksantin in timidin je selekcijski sistem, ki omogoča pridobitev stabilnih 
celičnih klonov. Po transfekciji celic s funkcionalnim ekspresijskim vektorjem za DHFR se 
lahko z metotreksatom (MTX) selekcionirajo celice, ki so s transfekcijo poleg vnešenega 
gena za rekombinantni protein pridobile funkcionalni gen za DHFR (Cacciatore in sod., 
2010). Ker selekcija z MTX zahteva več ponovitev in tako za generiranje celične linije 
potrebujemo več časa, v zadnjem obdobju postaja popularna selekcija z MSX 
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(metioninsulfoksidom, inhibitorjem endogene GS) za celice CHO-K1SV z izbrisanim 
genom za glutamin sintetazo (GS) (Feary in sod., 2017). Celice so v tem primeru 
selekcionirane glede na sposobnost eksogeno vnešenega gena za GS, da premaga 
avksotrofnost na glutamin v mediju brez glutamina. 
V zadnjih dveh desetletjih so raziskovalci pomembno izboljšali celične linije (ter 
bioprocese), ki danes dosegajo visoke celične gostote (nad 20 milijonov celic na ml) s 
končnimi titri med 3 in 5 g/l (Jayapal in sod., 2007), visoko produktivne celice pa lahko 
proizvedejo 40 pg protiteles na dan (Kawabe in sod., 2017).  Eden izmed pomembnejših 
kriterijev za uspešno proizvodnjo terapevtskih proteinov v rekombinantni celici  je razvoj 
celične linije, ki ohranja stabilno produktivnost od priprave začetnih delovnih bank (PSL) 
do namnožitev za komercialno produkcijsko skalo (angl. working cell banks, WCB). Obstaja 
več poročil o nestabilni produkciji rekombinantnih proteinov v celicah CHO (Fann in sod., 
2000; Kim in sod., 2007 ). Pomemben vpliv ima mesto insercije transgena v genom celice, 
tudi po vgradnji v genom gostiteljske celice so transgeni tarča genetskih premeščanj in lahko 
porušijo integriteto endogenih genov (Kaufamn, 1990). Za nestabilno donosnost obstaja več 
vzrokov: izguba trasgena za rekombinanten protein in specifični molekularni regulatorni 
mehanizmi  transkripcije (metilacija, acetilacija, ubikvitinacija), postranskirpcijska 
regulacija (mRNA), translacije, postranslacijskih procesov kot so glikozilacija, sekrecija 
(Barnes in sod., 2006; Biopharm ..., 2009). 
Celični inženiring standardnih celičnih linij je pogosto usmerjen v izboljšanje robustnosti in 
kakovosti produkta. Tarča genetskega inženiringa so pogosto encimi v glikolizni poti, ki 
znižujejo kopičenje laktata ter inhibitorne učinke na celično rast in produktivnost. Tako so 
npr. »knockdown« GLUT1, LDH-A (Kim in Lee, 2007), transfekcija piruvat karboksilaze 
in fruktoznega transporterja GLUT5 izboljšali viabilnost, doseženo gostoto celic in 
produktivnost (Nakamura in Omasa, 2015). Tarče so pogosto tudi različne transferaze, 
vpletene v glikanski profil (N-acetilglukozaminil transferaza III, alfa-2,3-sialil transferaza) 
ter alanin aminotransferaza (ALT1) za zviševanje titra mAb (Fischer in sod., 2015). 
2.4 KAKOVOST PRODUKTA 
Kakovost produkta je močno odvisna od bioprocesnih parametrov, ki jih vzdržujemo v 
bioreaktorju. Zato je za doseganje ustrezne kakovosti produkta treba bioprocesne parametre 
optimizirati. Če se ti parametri spremenijo, lahko pride do neustrezne kakovosti produkta. 
Pri razvoju bioloških podobnih zdravil je temeljni korak tehnični dokaz podobnosti (angl. 
technical proof of similarity) z referenčnim produktom. Za dokazovanje biološke podobnosti 
se analizira fizikalno kemijske, biofizikalne in funkcionalne lastnosti našega protitelesa. 
Zaželeno je, da se končna kakovost produkta vgradi v proces že v zgodnjem razvoju (angl. 
quality by design) produkta z razumevanjem kritičnih točk, ki se jih upošteva pri izbiri 
gostitelja in razvoja proizvodnega procesa (Abu-Absi in sod., 2010; Gramer, 2014). 
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Poznavanje vpliva procesnih parametrov kakovosti lahko vodi do znižanja stroškov, 
omogoča več svobode pri implementaciji in zmanjšanje zavrnitev proizvodne serije zaradi 
rezultatov izven specifikacij (Gramer, 2014).  
Kakovostne lastnosti mAb, na katere se osredotočajo pri razvoju: 
1. Primarna struktura (aminokislinska sekvenca, oksidacija, peptidno mapiranje) 
2. Struktura višjega reda 
3. Čistost (agregacija proteinov, ostanki DNA, proteini gostiteljske celice) 
4. Glikozilacija – Fc glikozilacijski profil vpliva na funkcije Fc dela molekule (npr. od 
protiteles odvisna citotoksičnost, učinkovitost, manozilacija, sialilacija, 
afukozilacija, galaktozilacija, vezava na Fc gama receptor; FcγRIIIa, FcγRI)  
5. Vezava na neonatalni prenašalec za IgG, FcRn (vpliva na razpolovni čas) 
6. Deamidacija (lahko vpliva na potentnost) 
7. Variante naboja (izoelektrično fokusiranje) 
8. Oksidacija (pogosto na metioninu in triptofanu, vpliva na termično stabilnost, 
agregacijo 
9. Splošne lastnosti (pH, osmolalnost, barva/čistost, viskoznost) 
2.4.1 Glikozilacija Fc regije 
Ena izmed pomembnejših lastnosti monoklonskih protiteles tipa IgG je njihova glikozilacija. 
Gre za zapleten posttranslacijski proces pripenjanja oligosaharidov na polipeptidno 
hrbtenico proteina, ki se zgodi v endoplazmatskem retikulumu in se nadaljuje v Golgijevem 
aparatu z vrsto encimskih reakcij. Sodelujejo α-manozidaze, GlcNAc-transferaze, α-1,6-
fukoziltransferaze, galaktoziltransferaze in sialiltransferaze (Liu, 2015). Pri protitelesih je 
najpogostejša N-glikozilacija, obstaja pa tudi O-glikozilacija (vezana na serin/treonin). N-
vezan glikan najdemo pripet na Asn 297 na CH2 domeni Fc regije, ta kovalentno vezan 
kompleksen ogljikov hidrat pa je sestavljen iz biantenarnega heptopolisaharida GlcNAc in 
manoze. Ostale modifikacije jedrne strukture vključujejo pripenjanje fukoze, galaktoze, 
GlcNAc in sialične kisline (Neu5Ac) (Kaneko in sod., 2006). Prisotnost ali odsotnost 
določenih oligosaharidov N-vezane glikozilacije lahko vpliva na stabilnost in terapevtsko 
učinkovitost monoklonskih protiteles (Arnold in sod., 2006). Glikozilacija protitelesa vpliva 
na interakcijo s specifičnimi Fc receptorji in posredno na jakost odziva od protiteles odvisne 
citotoksičnosti (ADCC).  
Glede na strukturno analogijo lahko glikovariante razdelimo na galaktozilacijo, 
manozilacijo, fukozilacijo in sialilacijo. Protitelesa IgG so ponavadi biantenarni kompleksi. 
Heterogene glikane lahko klasificiramo v G0, G1 in G2, glede na število galaktoznih 
ostankov, pripetih na zunanje roke glikanov, in iz njih dobimo različne podvrste glede na 
prisotnost ali odsotnost jedrne fukoze ali razpolovljenega GlcNAc (Mimura in sod., 2018). 
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Slika 4: Identitete vrhov glikanskih struktur IgG (prirejeno po Liu, 2015).  
Ti kompleksni glikoproteini so dovzetni za heterogenost in kombinacija bioprocesnih 
pogojev ter nadaljnja predelava (angl. downstream processing) vplivajo na končno kakovost 
produkta (Wang in sod., 2018). Glikozilacijski profili terapevtskih proteinov so v veliki meri 
odvisni od celične linije, sestave medija in bioprocesnih pogojev (Sha in sod., 2016).  
Nukleotidni sladkorji so donorji za podaljševanje verige sladkorjev v reakcijah glikozilacije 
in so tako eni izmed pomembnejših dejavnikov, ki vplivajo na glikanski profil IgG. Sinteza 
nukleotidnih sladkorjev (Slika 5) se začne z degradacijo glukoze v glikolizi, kjer se ta 
pretvori v glukozo-6-fosfat in fruktozo-6-fosfat. Glukoza-6-fosfat se pretvori v UDP-
glukozo, UDP-galaktozo in UDP-glukuronsko kislino, skozi vrsto encimskih reakcij. 
Fruktoza-6-fosfat nadalje vstopa v glikolizo in cikel TCA in lahko generira tudi UDP-
glukozamin in UDP-gakaktozamin in slednji lahko tvori GDP-manozo in GDP-fukozo (Fan 
in sod., 2014). 
 
Slika 5: Mapa sinteze nukleotidnih sladkorjev (v rdečem) iz različnih dohranjevalnih substratov (v modrem). 
Galaktoza (Gal); Glukoza (Glc); Manoza (Man); Fukoza (Fuc); N‐acetil‐D‐glukozamin (GlcNAc); N‐acetil‐
D‐manozamin (ManNAc); N‐Acetilneuraminska kislina (NeuNAc) (prirejeno po Kildegaard in sod., 2016). 
12 
Pišotek K. Vpliv optimizacije bioprocesa z dohranjevajnem ... na kakovost produkta in donosnost. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021 
 
2.4.1.1 Fukozilacija 
Pri sesalcih imajo skoraj vsa protitelesa fukozo, pripeto z α-1,6 vezjo na GlcNAc ostanek N-
glikana (Miyoshi in sod., 1997). V naših serumskih IgG je delež fukozilacije nad 80 %, pri 
rekombinantnih IgG, proizvedenih v CHO celicah, pa nad 90 % (Raju in sod., 2000). Jedrna 
fukozilacija Fc regije N-glikanov ima močan negativen učinek na jakost odziva ADCC 
(Kubota in sod., 2009). V primerjavi s fukoziliranimi protitelesi so pokazala afukozilirana 
mAb znatno močnejši in vitro odziv ADCC (Peipp in sod., 2008; Shinkawa in sod., 2003). 
Eliminacija fukoze prispeva k manjši konformacijski spremembi v Fc regiji IgG1 in 
posledično višji vezavni afiniteti na FcRIIIa receptor (Wang in sod., 2018). Tako je bilo v 
zadnjih letih razvitih več pristopov za zniževanje deleža fukozilacije. Primer mAb z 
znižanim deležem fukoze je anti-CD20 mAb obinutuzumab za zdravljenje ne-Hodgkinovega 
limfoma, ki je pokazal veliko večjo ADCC kot originator rituksimab – celična linija s 
povišano ekspresijo GnTIII. Enaki celični liniji z »knockout« FUT8 so predelali, da 
proizvajata nefukozilirano anti-CD20 protitelo mogamulizumab, ki ima 100x višjo ADCC 
kot rituksimab in je odobren na Japonskem (Boune in sod., 2020). 
Regulacija fukozilacije je zapletena, vključuje več vrst fukoziltransferaz, biosintezno pot 
GDP-fukoze in GDP-fukozni transporter. V proces fukozilacije je vključenih 11 poznanih 
fukoziltransferaz (FUT), ki L-fukozo pripenjajo na izbrano mesto v oligosaharidu na 
proteinu. FUT8 je vpletena v jedrno fukozilacijo, katalizira prenos fukoze z GDP-fukoze na 
prvi N-acetiloglukozamin (GlcNAc) pripet na asparagin N-glikana in α1-6 vezavo, kar 
imenujemo jedrna fukozilacija (Miyoshi in sod., 1997). FUT8 za tvorbo vezi potrebuje 
aktivirano obliko L-fukoze; GDP-L-fukozo. Slednjo sesalska celica lahko pridobi po dveh 
bioloških poteh: po poti popoldne sinteze: s privzemom zunaj celične heksoze (glukoza, 
manoza), ki jo je celica zmožna pretvoriti v GDP-manozo in nadalje preko večih 
intermediatov (GDP-4-keto-6-deoksimanoza, GDP-4-keto-6-deoksigalaktoza do GDP-L-
fukoze. Nato se  mora iz citosola transportirati v lumen golgijevega aparata, kjer postane 
dostopna za katalitične domene fukoziltransferaz. Alternativna pot je  reciklažna pot 
transporta fukoze iz zunajceličnega medija ali lizosomske razgradnje (Schneider in sod., 
2017). 
Fukozilacijo lahko reguliramo z genetskim inženiringom celičnih linij, dodatkom 
inhibitorjev encimov, modifikacijo količine kofaktorjev in substratov, vpletenih v 
fukozilacijo, in optimizacijo bioprocesnih parametrov (Konno in sod., 2014; Hosser in sod., 
2017; Amand in sod., 2014). V literaturi smo našli nekaj modulatorjev, ki znižujejo delež 
fukozilacije, na primer 2-deoksi-2-fluoro-1,3,4-tri-o-acetil-α,β-L-fukopiranozo, guanozin-
5'-difofo-2-deoksi-2-fluoro-β-L-fukopiranozo (ihibibitor fukoziltransferaz), mikofenolono 
kislino (inhibira ionozin monofosfat dehidrogenazo), kombinacija MnCl2, uridina in NH4Cl 
pa različno vplivajo na profil glikana (Amand in sod., 2014; Rillahan in sod., 2012; Zhang 
in sod., 2010; Gramer in sod., 2011).  
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2.4.1.2 Galaktozilacija 
Galaktozilacija N-glikanov se odvija v Golgijevem aparatu z galaktoziltransferazami, ki 
katalizirajo prenos galaktoze z UDP-Gal na prost N-acetilglukozamin, vezan na α-1,3- ali α-
1,6-vezane manoze na glikanu. Galaktozilacija lahko izboljša kakovost in učinkovitost mAb 
z zvišanjem vezavne afinitete na C1q in CDC aktivnosti (Arora in sod., 2009). Variacije v 
galaktozilaciji morajo biti storžje regulirane v primeru protiteles, katerih mehanizem 
delovanja je odvisen od CDC (Raju in Jordan, 2012). Galaktozilacijo so uspešno znižali z 
izbrisom galaktoziltransferaznih genov B4galt1/3 (Yang in sod., 2015). Monoklonska 
protitelesa brez jedrne fukoze, ki jo delajo celice s povišanim izražanjem GnT-III, ki 
katalizira prenos GlcNAc na ManGlcNAc, niso primeren substrat za Man-II (1,3-1,6-α-
manosidaza) in GaIT ( β-1,4-galaktoziltransferaza)  in FucT (Glikoprotein 6-α-L-
fukoziltransferaza), kar vodi do nastanka mAb brez fukoze s povišano ADCC, ampak 
znižano CDC. CDC so uspešno zvišali s povišano ekspresijo Man-II in GnT-III (Ferrara in 
sod., 2006). 
2.4.1.3 Sialilacija 
Sialilacija je glikozidna adicija negativno nabitega monosaharida, sialične kisline s 
sialiltransferazami, ponavadi na končno galaktozo ali GlcNAc. CHO celice imajo α‐2,3‐
sialiltransferaze, ki se razlikujejo od humanih, zato protitelesa, proizvedena v CHO celicah, 
vsebujejo le α‐2,3‐glikozidne vezi, medtem ko humani glikani vsebujejo še α‐2,6‐vezane 
sialične ostanke (Yin in sod., 2015). Sialilacija je glede na pregled literature povezana z 
ADCC aktivnostjo, višji delež sialične kisline pa lahko zmanjša fleksibilnost regije zgiba 
molekule Ab in tako zmanjša vezavno moč na FCRIIIa (Scallon in sod., 2007). Višja 
sialiacija je pokazala manjšo vezavno afiniteto na določene receptorje in s tem znižala 
njihovo in vivo citotoksičnost (Kaneko in sod., 2006). Popolna sialilacija IgG1 naj bi 
interferirala z in vitro odzivom CDC (Quast in sod., 2015). Običajno je delež sialilacije v 
endogenih humanih IgG med 11 in 15 % (Biriburger in sod., 2014). Zadnje čase pa je 
sialilacija Fc regije pritegnila pozornost zaradi povišanega protivnetnega učinka  
intravenoznih gamma globulinov pri zdravljenju avtoimunih bolezni. Kaneko in sodelavci 
(2006) so pri mišjemu modelu za revmatoidni artritis potrdili, da sialilacija humanih IgG 
poviša protivnetno učinkovitost. Glikoproteini z α‐2,6‐vezano sialično kislino imajo boljši 
in vivo učinek. S kemo-encimskimi modifikacijami in vitro glikozilacije so dosegli 
homogeno glikansko strukturo z α‐2,6-vezjo, ki ima superiorne protivnetne učinke v 
primerjavi z nesialiliranimi ali α‐2,3-sialiliranaimi verzijami (Boune in sod., 2020). 
2.4.1.4 Manozilacija  
Manozilacija ima pomemben učinek na farmakokinetske lastnosti in učinkovitost 
terapevtskih protiteles. Glikoproteini, proizvedeni v kvasovkah ali insektnih celicah, imajo 
ponavadi visoke deleže manoze, ki povišajo imunogenost rmAb (Hossler in sod., 2009). 
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Dokazali so, da povišan delež manozilacije poviša imunogenost proteina pri testiranju na 
miših (Goetze in sod., 2011). Večina terapevtskih mAb ima zelo nizek delež manoznih 
ostankov, vsebnost variira med celičnimi linijami in predstavlja do 10 % rekombinantnega 
IgG (Qian in sod., 2007). Protitelesa IgG z manoznimi glikani imajo krajšo razpolovno dobo 
v primerjavi s kompleksnejšo glikansko strukturo. To je povezano z manoznim receptorjem, 
ki se veže na končne manoze ali GlcNAc, protitelesa s temi končnimi sladkorji pa so hitreje 
odstranjena iz obtoka (Yu in sod., 2012). 
2.5 OPTIMIZACIJA GOJIŠČ IN DOHRANJEVALNIH MEDIJEV 
Za doseganje maksimalne produktivnosti celične linije in kakovosti produkta je pomembna 
zagotovitev optimalnih fizikalnih in kemijskih pogojev za rast celic in proizvodnjo 
monoklonskih protiteles. Gojišče zagotavlja kemijske pogoje, ki imajo velik vpliv na rastne 
lastnosti celične linije, donosnost in tudi kakovost proizvedenih proteinov. Razvoj 
ustreznega gojišča, prilagojenega vsaki celični liniji posebej, je tako ključen korak 
optimizacije bioprocesa (Zhang, 2010). Običajno se pri bioprocesu z dohranjevanjem 
uporablja osnovni medij in koncentrirani dohranjevalni mediji, ki se dohranjujejo med 
bioprocesom. 
Optimizacija medijev je ena izmed glavnih dejavnosti za zviševanje titra. V zadnjih 10 letih 
je bil narejen velik napredek v razumevanju celičnih potreb po hranilih in tako povečan 
razvoj kemijsko definiranega gojišča ter formulacije dohranjevalnih medijev za boljši nadzor 
celičnega metabolizma (Huang in sod., 2012). V večih študijah poročajo o ugodnih učinkih 
optimizacije koncentracije hranil, aminokislin, vitaminov in elementov v sledeh na donos 
proteinov (Takagi in sod., 2001; Kim in sod., 2007). Kasneje pa so pričeli izvajati študije o 
vplivu dodajanja eksogenih nukleozidov. To so glikozilamini, ki kombinirajo dušikovo bazo 
(purin ali pirimidin) s sladkorjem (ribozo ali deoksiribozo) npr. citidin, hipoksantin, uridin, 
timidin. Dodajanje nuklezidov se je izkazalo, kot pozitiven modulator hitrost rasti (Morrison 
in sod., 2019), v drugi študiji (Takagi in sod., 2017) pa so ob dodajanju nukleozidov opazili 
izboljšano koncentracijo živih celic, hitrost rasti se ni  signifikantno razlikovala od kontrole, 
tudi končna koncentracija mAb je bila znatno izboljšana od dodatku deoksiuridina.  
Pri bioprocesu z dohranjevanjem osnovno gojišče vpliva na začetno rast in produkcijo, 
dohranjevalni mediji pa zagotavljajo nutriente v produkcijski fazi. Sestava teh medijev mora 
ustrezati metaboličnim potrebam med različnimi produkcijskimi fazami. Optimizacijo 
bioprocesa z dohranjevanjem dosegajo z upravljanjem treh glavnih elementov: baznega 
gojišča, dohranjevanja in bioprocesnih parametrov.Presežek dohranjevanja ni zaželen, saj s 
tem omejimo akumulacijo stranskih produktov (Altamirano, 2004). Vseeno se substrati, ki 
niso popolnoma uporabljeni za produkcijo biomase ali proteinov, formirajo v stranske 
produkte, ki vplivajo na metabolizem celične kulture. 
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2.5.1 Osnovno gojišče 
Prvotna gojišča za kultivacijo sesalskih celic so bila sestavljena iz plazme, seruma in 
ekstraktov tkiv. Kompleksna in nedefinirana sestava teh medijev je predstavljala tveganje za 
kontaminacijo in variabilnost, zato so se usmerili v razvoj medijev brez seruma, kemijsko 
definiranih tako, da zadovoljujejo specifične potrebe celic po hranilih (Ritacco in sod., 
2018). 
Napredek v monitoringu in kontrolnih strategijah je splošno izboljšal donosnost in 
robustnost procesov. Povezava med bioprocesom in celičnim metabolizmom je lahko 
uporabljena za implementacijo kultivacijskih strategij in dodatno izboljšanje celične rasti, 
produktivnosti, porabe hranil in akumulacije stranskih produktov (Fan in sod., 2014). 
Znižanje formiranja stranskih produktov z nižjo osmolalnostjo poviša viabilnost kulture, 
dolgoživost in izboljša produkcijo produkta (Zhang in sod., 2008).  
Celice CHO imajo na primer veliko genotipskih in fenotipskih razlik. Celice iz ene 
parentalne linije, ki izražajo enak mAb, imajo lahko različne potrebe po hranilih in 
potrebujejo zanje specializiran gojitveni medij za optimalen donos in kakovost. Z 
modifikacijami sestavin lahko vplivamo na celični metabolizem, spodbujamo proliferacijo ali pa 
proizvajanje produkta in vplivamo na glikanski profil (Arora in sod., 2009; Takagi in sod., 
2017). 
Ključne sestavine kemijsko definiranega gojišča so: 
 visoko prečiščena voda (angl. water for injection, WFI)  
 ogljikovi hidrati v obliki sladkorjev kot glavni vir energije (ponavadi glukoza in 
galaktoza, lahko tudi maltoza ali fruktoza) 
 aminokisline, ki služijo kot gradniki proteinov – treba je vključiti esencialne 
aminokisline, da lahko celice dosežejo maksimalno celično gostoto, že manjše 
spremembe v sestavi aminokislin vplivajo na titer in na motiv glikozilacije (Fan  in 
sod., 2015); dodajajo se tudi neesencialne aminokisline za stimulacijo rasti in 
podaljšanje viabilnosti celic 
 vitamini, ker jih celice ne morejo sintetizirati v zadostnih količinah – najpogosteje se 
dodajajo vitamini iz skupine B, glede na potrebe posameznih linij pa se dodajajo tudi 
ostali, npr. biotin, folna kislina 
 elementi v sledovih, kot so cink, baker, selen, ponavadi kot sulfati in mikronutrienti, 
esencialni za funkcionalnost encimov 
 anorganske soli, kot so natrijevi, kalcijevi in kalijevi ioni, ki pomagajo vzdrževati 
osmotsko ravnovesje in regulacijo membranskega potenciala  
 sestavine, potrebne za stabilnejše fizikalno in kemijsko okolje, na primer pufri, 
surfaktanti, protipenilci 
 lipidi, maščobne kisline in proteini, rastni faktorji  
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 poliamini, kot so spermin, spermidin in putrescin, ki igrajo pomembno vlogo pri 
celični rasti in diferenciaciji ter so esencialni za namnoževanje celic. 
2.5.2 Dohranjevalni mediji  
Poleg osnovnega gojišča je za bioprocese z dohranjevanjem pomemben tudi dodatek 
optimalnih dohranjevalnih substratov za nadomestitev porabljenih substratov, usmerjanje 
metabolizma v produkcijsko fazo in vzdrževanje visoke viabilnosti. Za doseganje visoke 
celične gostote in produktivnosti je treba celicam dohranjevati medije z visoko koncentracijo 
glukoze in glutamina. Glutamin je intermediat anaplerotskih reakcij in pomemben vir 
energije. Metabolizira se z glutaminolizo in v TCA vstopi kot α-ketoglutarat (v tem procesu 
nastaja prost amonijak) in asparagin, ki je nujen za sintezo glicina, cisteina, proteinov, 
nukleotidov in lipidov (Xing in sod., 2011). Nujno je zagotoviti zadostne količine 
esencialnih aminokislin (histidin, izolevcin, lizin, metionin, fenilalanin), ponavadi pa se 
dodaja tudi neesencialne aminoklisline (dohranjevanje cisteina, glutamina, glutaminske 
kisline, serina in tirozina), ker imajo pomemben vpliv na hitrost rasti celic, osmolalnost 
medija, zvišujejo viabilnost in produktivnost (Li in sod., 2012). Razvoj dohranjevalnih 
medijev se ponavadi pripravlja celično specifično glede na rezultate analiz porabe substratov 
ter akumulacije stranskih produktov. 
Visoke koncentracije glukoze in glutamina vodijo do več stranskih produktov laktata in 
amonijaka, ki sta inhibitorja celične rasti in produktivnosti ter vplivata na glikozilacijo 
proteina (Hong in sod., 2010). Zato se uvajajo številne strategije za zniževanje kopičenja 
stranskih produktov, npr. s postopno zamenjavo virov ogljika s počasneje metaboliziranimi 
hranili, kot so galaktoza, piruvat, glutamat ali glutamin dipeptidi in drugi (Altamirano, 2004; 
Kim in sod., 2012). 
Poliamini, kot so spermin, spermidin in putrescin igrajo pomembno vlogo pri celični rasti 
ter diferenciaciji, DNA replikaciji in izražanju RNA, sintezi proteinov, regulaciji apoptoze  
in so esencialni za namnoževanje celic  (Pegg, 2008).  Zaradi njihovega kationskega stanja 
pri fiziološki pH vrednosti poliamini ponavadi obstajajo v obliki RNA kompleksov, ki naj 
bi imeli pomembno vlogo pri regulaciji sinteze proteinov (Wallace, 2009; Igareshi in 
Kashiwagi, 2019). Količina poliaminov vpliva na izražanje genov in živost celic. 
Pomembnost prisotnosti putrescina v CHO celicah so potrdili na treh celičnih linijah 
(Capella Roca in sod., 2019). V drugi študiji so ugotovili spremembe v izražanju 2171 
mRNA pri celicah brez dodanega putrescina (Capella Roca in sod., 2020). Putrescin je 
prekurzor za sintezo spermina in spermidina, vendar so v študiji ugotovili, da so celice, ki 
so rastle v prisotnosti 20 mM, akumulirale putrescin, ampak so imele manj spermidina in 
spermina, torej je biosinteza upočasnjena pri visokih koncentracijah znotrajceličnega 
putrescina (Uemure in sod., 2009). Predhodne študije so pokazale, da vsak izmed teh 
poliaminov individualno lahko izboljša celično rast in viabilnost, najbolj učinkovit pa naj bi 
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bil spermin (Fürniss in sod., 2013). Nasprotujoči pa so si rezultati raziskav z zaključki, da 
lahko katabolizem poliaminov povzroči nastanek aldehidov, akroleinov in amonijaka v 
različnih metabolnih poteh, ki lahko negativno vplivajo na viabilnost (Pastorian in Byus, 
1997). Zato je pomembno doziranje pod mejo citotoksičnosti. Na BHK (angl. baby hamster 
kidney) celicah so ugotovili, da deprivacija poliaminov negativno vpliva na aktivnost 
endoplazemskega retikuluma in Golgijevega aparata, ki sta vitalna organa glikozilacije 
(Perkkinen in sod., 1997). Metabolizem poliaminov in vpliv na SSAT (Spermidin/spermin-
1-acetiltransferaza)  aktivnost sta povezana z metabolizmom maščob in ogljikovih hidratov 
v smislu sprememb koncentracije acetil-CoA in ATP (Pegg, 2008). 
2.6 VPLIV TEMPERATURE 
Celične linije CHO navadno gojijo pri fiziološki temperaturi 36,5 °C. V zadnjih letih pa 
omenjene celične linije čedalje pogosteje gojijo v subfizioloških temperaturnih pogojih 
(manj kot 36,5 °C), saj je bila večkrat dokazana pozitivna korelacija med gojenjem celičnih 
linij CHO pri nižjih temperaturah in zvišano produkcijo rekombinantnega proteina (Shatz in 
sod., 2003; Fox in sod., 2004; Yoon in sod., 2006). Učinek je odvisen od celične linije (Al-
Fageeh in sod., 2006). Gojenje celic pri subfizioloških temperaturnih pogojih rezultira v 
podaljšanem celičnem ciklu, predvsem faze G1, zakasnitvi apoptoze, ohranjanju visokega 
deleža živih celic v daljšem časovnem obdobju, upočasnjeni metabolni aktivnosti ter 
zaželeni večji produkciji rekombinantnega proteina (Al-Fageeh in sod., 2006). Mehanizmi, 
vključno s proteini hladnegašoka (cold shock proteins), ki se pripenjajo na cis-elemente 
tarčnih genov, povečujejo njihovo translacijo, aktivacijo alternativnih promotorjev, ki 
generirajo alternativne mRNA prepise, alternativno spajanje pa vodi do preferenčnih za hlad 
specifičnih sekundarnih struktur v mRNA (Yoon in sod., 2003). Metabolizem je upočasnjen, 
zato se porabi manj ATP-ja in kisika ter izboljša rezistenca na stres, apoptoza pa se pojavi 
kasneje. Celična viabilnost in podvojitveni čas se podaljšata, globalna transkripcija in 
translacija sta upočasnjeni in sinteza selektivnih proteinov je pospešena. Nižanje temperature 
gojenja je tudi preprosta strategija za zniževanje tvorjenja in akumulacije stranskih 
produktov, ki upočasnijo celični metabolizem (Trummer in sod., 2006). Tudi laktatni 
metabolizem je občutljiv na temperaturo. V literaturi poročajo tudi o vplivih na agregacijo 
proteinov, glikanski profil in druge kakovostne lastnosti (Goey in sod., 2018). 
Ker na industrijskem nivoju ni ekonomično, da bi bioproces vodili pri nižjih temperaturah, 
uporabljajo dvofazni proces najprej pri 36,5 °C za hitro namnožitev biomase, pri prehodu v 
produkcijsko fazo (stacionarna rast) pa temperaturo znižajo na 28–34 °C (Mason in sod., 
2021) za višji donos in ustrezno kakovost. Znižanje temperature gojenja po zadostni 
namnožitvi celic je pogosto uporabljen pristop v biofarmacevtski industriji, saj se izboljša 
volumetrična produktivnost in posttranslacijske modifikacije, seveda pa je to odvisno od 
produkta in celične linije (Fan in sod., 2009; Xu in sod., 2019).  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Sesalske celične linije 
Za poskus smo uporabili dve industrijski celični liniji CHO ter ju zaradi lastništva 
farmacevtske družbe Lek d.d., poimenovali A in B. V poskusu smo primerjali po dva klona 
vsake celične linije, ki ju bomo v nadaljevanju imenovali A1 in A2 za klona prve linije ter 
B1 in B2 za klona druge linije. Vsi kloni so proizvajali enako monoklonsko protitelo. Kloni 
so populacije z različnim mestom rekombinantnega vključka kot posledica ne-tarčnega 
vstavljanja vključka in kemijske selekcije. Naključna integracija in amplifikacija transgena 
predvidoma vplivajo na rastne lastnosti, porabo substratov in stabilnost. Kloniranja je proces 
pridobivanje populacije celic iz ene same celice. S kloniranjem iz posamične celice 
dosežemo manjšo heterogenost (ICH harmonised …, 1997).  
3.1.2 Gojišča in dohranjevalni medij 
Pri namnoževanju celičnih linij smo uporabili industrijska rastna gojišča, katerih formulacija 
je v lasti farmacevtske družbe Lek d.d. Med seboj se razlikujejo po koncentraciji osnovnih 
virov ogljika in dušika ter vrsti rastnih dodatkov. Gojišča ne vsebujejo seruma, pripravljajo 
pa se s trikrat destilirano vodo. Dohranjevalna medija pri razvitem in standardnem tipu 
bioprocesa se večinoma razlikujeta v višini koncentracije glukoze in dodatku putrescina za 
razviti tip bioprocesa. Podrobnejša sestava sodi med zaupne informacije družbe Lek d.d. 
Glede na rezultate v objavljeni literaturi smo se za modulatorja fukozilacije odločili za 
putrescin (Greco in sod., 2000; Powell, 1994; Rittaco in sod., 2018) in višjo temperaturo 
kultivacije. 
Preglednica 1: Uporabljena gojišča in mediji. 
Gojišče/substrat  Količina 
namnoževalno gojišče za A celično linijo  1 L 
namnoževalno gojišče za B celično linijo  1 L 
produkcijsko gojišče za obe liniji  3 L 
dohranjevalni substrat za standardni 
bioproces 
 2 x 0.5 L 
dohranjevalni substrat za razviti bioproces  2 x 0.5 L 
dohranjevalni medij za oba bioprocesa  0.25 L 
Namnoževalni gojišči za A in B celični linij se razlikujeta le v prisotnosti inzulina in MTX, 
produkcijsko gojišče je bilo za obe liniji enako. Pri  razvitem tipu bioprocesa je bil v 
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dohranjevalni medij dodan putrescin, poleg tega je imel dohranjevalni medij višjo 
koncentracijo glukoze monohidrata. 
3.1.3 Laboratorijska oprema  
Preglednica 2: Uporabljena laboratorijska oprema. 
OPREMA NAMEN 
CO2 stresalnik Inkubacija celičnih kultur 
Krioposoda Shranjevanje zamrznjenih vial celičnih kultur 
Mikrobiološka komora Aseptično rokovanje s kulturo 
Centrifuga Centrifugiranje žetve 
Avtomatske pipete Precepljanje in vzorčenje 
Vodna kopel Odtajevanje vial celičnih kultur 
Vi-cell XR Določanje koncentracije in živosti celic 
Cedex Bio HT Določanje koncentracije metabolitov 
Vakuumska črpalka Priprava gojišč in filtriranje žetev 
HPLC Določanje koncentracije mAb 
Steriflip Filtriranje žetev 
3.1.4 Potrošni material 
Preglednica 3: Uporabljen potrošni material. 
Stresalne erlenmajerice 250 ml in 500 ml Kultivacija celične kulture 
Krioviale iz celične banke 1 krioviala za vsak klon  
Stripete 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml, 100 ml za precepljanje, dohranjevanje, vzorčenje celične 
kulture 
kivete Za Vi-cell vzorčenje, Cedex meritve 
centrifugirke Za zbiranje žetev procesov 
3.2 METODE DELA V MIKROBIOLOŠKEM LABORATORIJU 
Poskus je obsegal odmrzovanje celičnih kultur A1, A2, B1, B2, namnožitev celic v rastni 
fazi do želene celične gostote in 14-dnevno produkcijsko fazo gojenja (bioproces z 
dohranjevanjem). Delo je potekalo v sterilni mikrobiološki komori, kjer so ključne aseptične 
tehnike. V fazi rasti smo uporabljali niz stresalnih erlenmajeric z različnimi volumni, 
produkcijsko fazo pa smo izvedli v teh z volumnom 500 mL. Vse stresalne erlenmajerice  
smo inkubirali v stresalnikih, kot bo opisano v nadaljevanju (Slika 6 in preglednica 4). Med 
bioprocesom smo z analizatorjem Vi-cell XR spremljali celično gostoto in viabilnost, z 
analizatorjem Cedex BioHT pa koncentracije izbranih metabolitov (glukoza, glutamin, 
glutamat, laktat, NH3) in produkta. Iz dnevnih meritev koncentracij produkta smo izračunali 
specifične celične produktivnosti (Qp), ki so služile za primerjavo produktivnosti klonov 
pod različnimi pogoji. Donosnost bioprocesa smo ugotavljali iz končnih koncentracij 
produkta v gojišču (titer). Po končanem bioprocesu sta sledili še natančnejša analiza količine 
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produkta ter analiza glikozilacijskega vzorca produkta (kakovosti produkta). Obe omenjeni 
analizi sta bili opravljeni s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC), kot bo 
podrobneje opisano v nadaljevanju. 
Preglednica 4: Uporabljeni procesni parametri in gojišča. 
Procesni parametri Nastavitve 
Delovni volumen 125 ml 
Tarčna gostota celic ob nacepitvi 0,3 x 106 živih celic/ml 
Kriterij za temperaturno spremembo  četrti dan kultivacije 
Temperatura pred spremembo 36,5 °C 
Temperatura po spremembi – standard 32,0 °C 
Temperatura po spremembi –razvit 34,0 °C 
CO2 10 % 
Hitrost mešanja 200 [rpm] 
Dodajanje dohranjevalnega substrata  1,7 % delovnega volumna na dan: 4, 6, 8, 10, 12 
 
Dodajanje TYCYL 0,4 % delovnega volumna na dan 6, 8, 10, 12 
Trajanje procesa  14 dni 
3.2.1 Odmrzovanje celic 
Krioviale z zamrznjeno celično kulturo so bile shranjene v krioposodah s tekočim dušikom, 
na temperaturi –185 °C. Pri odmrzovanju smo uporabili tehniko odmrzovanja v termokopeli, 
kjer so viale v kopeli na 37 °C 3–4 minute. Nato smo 1 ml vsebine prenesli v 49 ml rastnega 
gojišča, pripravljenega v stresalnih erlenmajericah z volumnom 250 ml. 
Vsebino SF 250 smo premešali in odpipetirali 1 ml celične kulture v kiveto ter jo prenesli v 
napravo Vi-cell XR za določevanje koncentracije in deleža živih celic. SF 250 s celično 
kulturo pa smo prenesli v CO2 stresalnik na 36,5 °C. Inkubacija je potekala v CO2 stresalniku 
na 36,5 °C, 10 % CO2 in stresanju 200 rpm. 
3.2.2 Namnoževanje celic 
Po štirih dneh namnoževanja celic smo celično kulturo ponovno odvzeli 1 ml kulture in s 
pomočjo naprave Vi-cell XR izračunali koncentracijo celic nato pa po enačbi (1) glede na 
željeno koncentracijo celic po precepitvi izračunali volumne namnoženih celic (vcepka) in 
svežega gojišča. Naša tarčna koncentracija je bila 0,3 milijona celic/ml, volumen celične 
kulture pa 125 ml. Iz štirih SF 250 smo pripravili 28 SF 500 z delovnim volumnom 125 ml 
in s tem pričeli osrednji del našega poskusa. Izračunan volumen svežega produkcijskega 
gojišča, ogretega na 36 °C, smo prenesli v SF 500 in dodali ustrezen volumen celične kulture. 
Za namnoževanje celičnih kultur smo uporabljali plastične erlenmajerice za enkratno 
uporabo. 
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Slika 6: Plan dela
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3.2.3 Produkcijska faza in tipi bioprocesov 
V preglednici 5 vidimo uporabljene kombinacije tipov bioprocesov in klonov. V nalogi 
uporabljamo termin razvit bioproces za tip bioprocesa z izboljšanimi dohranjevalnimi 
mediji in temperaturni prehod na 34 °C ter termin standardni bioproces za standardni 
dohranjevalni medij in temperaturni prehod na 32 °C. S primerjavo obeh tipov bioprocesov 
preverjamo učinek vpliva temperature gojenja in izboljšanih dohranjevalnih medijev na 
kakovost in donosnost. 
Preglednica 5: Načrt eksperimenta – Z DOE smo izbrali najmanjše število eksperimentov za zaznavanje 
interakcij med izbranimi parametri. Pripravili smo 6 ponovitev vsakega izmed štirih klonov, 3 od teh smo gojili 
pod standardnimi pogoji, 3 ponovitve pa pod optimiziranimi pogoji, skupno torej 24 SF. Poleg teh smo izvedli 
še 4 ponovitve istega klona B2 pri standardnih pogojih, dva od teh na 36,5 °C in dva pri 34 °C, kot kontrolne 
bioprocese.  
Tip bioprocesa Celična linija Klon Temperaturni 
prehod na 
Število ponovitev 
Standardni A A1 32 °C 3 
Standardni A A1 32 °C 3 
Standardni B B1 32 °C 3 
Standardni B B2 32 °C 3 
Razviti A A1 34 °C 3 
Razviti A A2 34 °C 3 
Razviti B B1 34 °C 3 
Razviti B B2 34 °C 3 
Kontrola T B B2 34 °C 2 
Kontrola T B B2 36,5 °C 2 
Bioprocesni parametri so bili izbrani na podlagi predhodnih raziskav. Rastno gojišče, 
produkcijsko gojišče, dohranjevalni mediji in procesni parametri so poglavitni faktorji za 
optimizacijo procesa. Glede na pregled literature ima velik vpliv na produktivnost celic 
temperatura gojenja oziroma temperaturni prehod na subfiziološke pogoje med stacionarno 
fazo rasti.  
3.3 ANALITSKE METODE 
3.3.1 Določanje števila in viabilnosti celic 
Za določanje koncentracije živih celic v kulturi in viabilnosti celic (tj. deleža živih celic v 
kulturi) smo iz posamezne celične kulture odvzeli po 1 ml vzorca (celične kulture) in z 
napravo za štetje celic (Vi-cell XR; Beckman Coulter) izmerili ševilo celic. Vi-cell je 
naprava, s katero merimo koncentracijo, viabilnost in velikost celic. Sama aparatura je 
sestavljena iz vrtljivega podstavka za kivete, brizge z iglo za vzorčenje, cevke za aspiracijo 
vzorca, cevke ter plastenk za reagente, pufer, razkužilo, čistilo in odpad. Vi-cell je povezan 
z računalnikom, na katerem je naložen program za upravljanje.  
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Vi-cell najprej iz kivete prečrpa vzorec v brizgo za vzorčenje. Naprava za štetje celic iz 
pripravljenega vzorca celične kulture odvzame 500 µl in doda tripansko modrilo v razmerju 
1 : 1. Barvilo skozi poškodovano membrano vstopi v notranjost celice, žive celice pa 
ostanejo neobarvane. Naprava iz tako pripravljenega vzorca zajame 50 alikvotov, naredi 
posnetke in na osnovi barve celic programsko za vsak alikvot definira število živih in mrtvih 
celic. Iz 50 meritev računalnik obdela podatke in poda podatke o koncentraciji, viabilnosti 
in velikosti celic. Koncentracijo živih celic in viabilnost celic smo izmerili vsak dan ob 
približno istem času v celični kulturi in na podlagi meritev smo izračunali reprezentativne 
rastne krivulje za vsako celično linijo pri vseh pogojih gojenja. 
3.3.2 Merjenje koncentracije metabolitov  
Cedex Bio HT je bioprocesni analizator (proizvajalec: Roche), ki meri koncentracije 
različnih substratov, metabolitov in tudi produktov. Je avtomatizirana naprava, ki omogoča 
računalniško analizo širokega spektra analitov v vodnih raztopinah, kot so celična kultura in 
fermentacijsko gojišče. 
Zagotavlja nam natančne rezultate za več kot 22 parametrov, ki so zelo pomembni pri 
nadzorovanju bioloških procesov tako na razvojni ravni kot na ravni proizvodnje. Temelji 
na fotometričnih in potenciometričnih analizah s pomočjo ionsko selektivne elektrode. 
Cedex Bio HT je avtomatiziran računalniški analizator za določanje širokega spektra 
analitov v vodnih raztopinah, kot sta celična kultura in fermentacijski medij. V naših 
bioprocesih smo merili koncentracijo glukoze, laktata, glutamina, glutamata, amonijaka, 
imunoglobulina tipa G, natrijeve in kalijeve katione. 
Princip določanja koncentracije metabolitov: 
 Glukoza – heksokinazna metoda; heksokinaza z molekulo ATP pretvori glukozo v 
glukoza-6-fosfat, ki ga nato glukoza-6-fosfat dehidrogenaza pretvori v NADH, 
izmerjen spektrofotometrično. 
 Laktat – encimska oksidacija z laktat oksidazo; laktat oksidaza pretvori laktat in kisik 
v piruvat in peroksid. Peroksidaza pretvori peroksid, aminoantipirin in N,N-
dimetilanilin v kinondiiminsko barvilo, ki ga nato izmerimo spektrofotometrično.  
L-Laktat + O2 – Laktat oksidaza > Piruvati + H2O2 -->+ aminoantipirin + 
dimetilalinin --> kvinondiiminsko barvilo + H2O 
 Glutamin – encimska deaminacija z glutaminazo; glutaminaza pretvori glutamin in 
vodo v glutamat in amonijak. Nato se izmeri koncentracijo glutamata, kot opisano v 
nadaljevanju. 
 Glutamat – encimska oksidacija z glutamat dehidrogenazo; glutamat dehidrogenaza 
pretvori glutamat, kisik in vodo v 2-oksoglutarat, amonijak in peroksid. Slednjega 
nato izmeri z enako metodo, kot je opisana pri laktatu. 
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 Imunoglobulin razreda G – detekcija temelji na imunoturbidimetrični metodi; 
specifičen antiserum reagira z regijo Fc na IgG iz vzorca, zato se spremeni 
absorbanca raztopine, ki jo fotometrično pomerimo pri 340 nm. 
 Natrijevi ioni – selektivni senzor za natrijeve ione; metoda temelji na encimatski 
aktivnosti ß-galaktosidaze, ki je odvisna od Na+ ionov. 
 Kalijevi ioni – selektivni senzor za kalijeve ione.  
Za izračun specifične produktivnosti in naraščanja titra med procesom smo uporabili 
meritve, pridobljene s Cedex Bio HT, ki ima pri višji koncentraciji produkta žal tudi večjo 
napako. Ta se pojavi zaradi razlik v molekularni strukturi in velikosti IgG, ki odstopajo od 
generične kalibracije na 150 000 Da (Roche Diagnostics, 2019). 
3.3.3 Afinitetna tekočinska kromatografija s proteinom A (ALC) 
Metoda se uporablja za spremljanje koncentracije monoklonskih protiteles ali proteinov v 
vzorcih in intermediatih med »upstream« in »downstream« procesom. Je generična testna 
metoda za detekcijo monoklonskih protiteles in proteinov z domeno Fc. HPLC protein A 
kromatografija temelji na afinitetni kromatografiji z UV detekcijo. Fc domena človeških 
imunoglobulinov razreda G (IgG1) se veže specifično na protein A, ki je kovaletno vezan na 
stacionarno fazo. Afiniteta proteina A je odvisna od pH, zato priprava vzorcev zahteva pH 7 
±1. Po vezavi pri pH 7,5 se monoklonsko protitelo eluira pri kislem pH 2,0 in detektira pri 
280 nm.  
Po poteku se primerja površine vrhov z referenčnimi vrhovi. Redčitveni faktorji se uporabijo 
za izračune koncentracije vsakega vzorca. 
3.3.4 Profil glikanov (angl. glycan mapping, Gmap)  
V magistrskem delu smo glede kakovosti produkta primerjali heterogenost glikovariant. Naš 
IgG, očiščen s  protein A kromatografijo, smo denaturirali, deglikozilirali in glikane 
analizirali. Za analizo glikanov smo uporabili hidrofilno interakcijsko kromatografijo 
(hydrophilic interaction chromatography; HILIC). HILIC primarno ločuje hidrofilne 
molekule glede na polarnost. Osnova stacionarne faze je benzamid. Mobilna faza okoli 
površine stacionarne faze naredi z vodo bogato plast, kar omogoča razdelitev raztopljencev 
med bolj organsko mobilno fazo in vodno plastjo. Vodikove vezi in interakcije dipol – dipol 
dominirajo pri zadrževanju molekul na koloni. Za analizo N-vezanih glikanov uporabimo 
čist produkt in N-glikozidazo F, ki cepi vez med asparaginskim ostankom na proteinu in 
prostim glikanom. Nato glikane označimo s fluorescentnim označevalcem na reducirajočem 
koncu. Rezultate spremljamo kot vrhove in iz danih grafov kvanititativno identificiramo 
glikane s pomočjo baze podatkov, (primer kromatograma na sliki 7). Z  analizo  Gmap 
preverjamo glikozilirane N-glikane, Fab in Fc regijo, sialiacijo N-glikanov, afukozilacijo N-
glikanov in manozne ostanke na N-glikanih. 
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Slika 7: Kromatogram mAb, ki kaže prisotnost različnih glikanskih struktur na Fab in Fc regijah težke verige. 
G0F, G1F, and G2F predstavljajo fukozilirane asialirane razceljene glikane z nič, enim ali dvema galaktoznima 
ostankoma (Lim in sod., 2008). 
3.3.5 Definicija ustrezne kakovosti 
V tretji hipotezi omenjamo »po kakovosti ustreznejši produkt«, v našem  primeru je to mAb 
z višjim delež fukozilacije, oziroma manj afukozilacije (bGx-F). Prisotnost jedrne 
fukozilacije je kritična lastnost kvalitete monoklonskih protiteles in ima velik pomen pri 
njihovem razvoju ter proizvodnji.  Pravzaprav gre za poenostavitev realnega primera iz 
razvoja, kjer tipično želimo optimizirati več parametrov hkrati. Zaradi omejitev izvedbe 
eksperimenta smo se osredotočili na en parameter kakovosti in donosnost.  
Interpretacija deležev afukozilacije, manozilacije, sialilacije in galaktozilacije iz rezultatov 
profila glikanov: 
delež afukozilacije: G0-N-F + G0-F + G1-F(2) 
delež manozilacije: M5 + M6 + M7 
delež sialiacije: bG2SA1-1 + bG2SA1-2 + bG2SA2 
delež galaktozilacije: bG1-1 + bG1-2 + bG2 + bG1-N/bG1-F(1) + bG1-F(2) 
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Za določanje volumna vcepka (1): 
𝑉(𝑣𝑐𝑒𝑝𝑒𝑘) [𝑚𝐿] =
𝑐 (ž𝑒𝑙𝑒𝑛𝑎 𝑛𝑎𝑐𝑒𝑝𝑖𝑡𝑣𝑒𝑛𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎)[𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝐿] 𝑥 𝑉 (𝑘𝑜𝑛č𝑛𝑖 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛)[𝑚𝐿]
𝑐 (𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑣𝑐𝑒𝑝𝑘𝑎)[𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝐿]
          ... (1)
 
 
Za oceno donosnosti: 
Donosnost celične linije lahko definiramo na več načinov. V tem delu bomo donosnost 
klonov primerjali z volumetrično produktivnostjo in specifično produktivnostjo celic (3). Pri 
volumetrični produktivnosti je pomembna končna koncentracija produkta v brozgi, ki jo 
merimo v enotah g/l. To smo dobili z ALC analizo in med procesom z meritvami na Cedexu. 
Na podlagi rezultatov določanja VCD in živosti celic ter koncentracije titra med 
bioprocesom smo izračunali integral koncentracije živih celic (IVCC) po dnevih (2)  in iz 
tega izračunali še specifično produktivnost celic. Ob predpostavki, da imajo vse celice enako 
kapaciteto proizvodnje mAb nam IVCC pove število živih celic, ki so producirale v 
izbranem časovnem obdobju trajanja procesa – kumulativa delovnih ur celic. Specifična 
produktivnost celic nam pove, koliko produkta naredi ena celica v izbrani časovni enoti. V 
nalogi smo podatke podali v pg/celica/dan. 
Integral koncentracije živih celic (angl. integral of viable cell concentration IVCC) 
[celic*dan/ml] 
𝐼𝑉𝐶𝐶𝑖 = 𝐼𝑉𝐶𝐶𝑖−1 +
𝑉𝐶𝐷(𝑖−1)+ 𝑉𝐶𝐷𝑖
2
 ∙ (𝑡𝑖 −  𝑡𝑖−1)                                                       … (2) 
 




∙ 1000                         … (3) 
Na podlagi rezultatov določanja koncentracije mAb z metodo ALC smo izračunali 
povprečno koncentracijo titra protiteles. Ker je metoda ALC natančnejša od Cedex meritev, 
se rezultati, pridobljeni z metodo ALC, za nekaj odstotkov razlikujejo od teh, pridobljenih s 
Cedex Bio HT. Neskladja opazimo tudi pri rezultatih z dneva 13 in 14, ki povzročajo 
negativne specifične produktivnosti in velike standardne odklone.  
Specifična poraba substratov (SR) [pg/celica/dan] 
𝑆𝑅 =
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎 𝑖−𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎 𝑖−1
𝐼𝑉𝐶𝐶𝑖
                                                      … (4)           
Na podlagi rezultatov določanja koncentracije glutamina in glukoze z napravo Cedex Bio 
HT smo izračunali (4)  povprečno specifično porabo substratov. 
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3.4.1 Analiza variance 
ANOVA (analiza variance) nam pove ali se več skupin med seboj statistično značilno 
razlikuje v določni lastnosti. Gre za primerjavo povprečij različnih skupin. Za preverjanje 
prve in druge hipoteze smo med seboj primerjali končne titre celičnih linij in tipov 
bioprocesa z namenom ovrednotenja statistične značilnosti razlik v njihovih povprečjih. 
Uporabili smo programsko opremo JMP (SAS Institute Inc.). Ničelna hipoteza pomeni 
statistično enakost povprečij končnih titrov po izbranih skupinah, alternativna hipoteza pa 
njihovo različnost. Kot mejno stopnjo značilnosti, ki loči zavrnitev ničelne hipoteze od 
nezavrnitve, smo izbrali p-vrednost 0,05. Če je rezultat analize ANOVA manjši od 0,05 
potem lahko z veliko gotovostjo trdimo da se povpračja skupin končnih titrov statistično 
značilno razlikujejo. 
3.4.2 Analiza korelacije 
Za preverjanje tretje hipoteze smo uporabili analizo korelacije za določanje soodvisnosti 
med bioprocesno donosnostjo in deležem fukozilacije. Rezultat analize je koeficient 
determinacije R2, ki predstavlja mero linearne povezanosti dveh spremenlivk. Vrednost 1 
indicira popolno korelacijo, oziroma soodvisnost dveh spremenljivk, pri čemer je 
variabilnost podatkov popolnoma pojasnjena z modelom, kaže kako dobro se napovedi 
prilagajajo krivulji ali liniji. Pri interpretaciji smo uporabili prilagojeni R2 (angl. Adjusted 
R2), ki je bolj primerljiv med modeli z različnim številom parametrov saj se v izračunu 
prilagodi glede števila zapisov in spremenljivk in je tako bolj robusten. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
Namen raziskovalnega dela magistrske naloge je bil preučevati vpliv različnih pogojev 
gojenja (tip bioprocesa) na kakovost in končno koncentracijo produkta. Med procesom smo 
merili koncentracijo celic in njihovo viabilnost ter koncentracijo metabolitov in mAb, po 
koncu procesov pa smo izvedli žetev za analizi koncentracije in kakovosti produkta. Na 
spodnjih slikah smo združili 4 grafe za vsakega izmed klonov, ki smo jih med sabo primerjali 
glede na tip bioprocesa. V vseh spodnjih grafih so razviti tipi bioprocesa obarvani zeleno in 
standardni rdeče ali pa so legende poleg grafa. 
 
4.1 CELIČNA RAST  
 
Slika 8: Primerjava celične gostote živih celic med kloni A1, A2, B1 in B2 glede na tip bioprocesa. 
Na podlagi rezultatov določanja VCD in živosti celic med gojenjem vseh štirih klonov v 
različnih kultivacijskih pogojih smo izračunali povprečno koncentracijo živih celic po 
dnevih in njeno spreminjanje prikazali v obliki grafov (Slika 8). Iz teh je razvidno, da so 
višjo gostoto živih celic dosegle celice pri razvitem tipu bioprocesa – v povprečju za 41 % 
višjo celično gostoto. Med celičnima linijama A in B opazimo velike razlike v najvišji 
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koncentraciji celic, celična linija A2 doseže na deseti dan maksimalno število živih celic 
28,7 mio celic/ml (sledi klon A1 s 25 mio celic/ml). Klona celične linije B pri razvitem tipu 
bioprocesa dosežeta najvišjo gostoto živih celic na dan 8. Klon B1 doseže povprečno 7,03 
milijona celic/ml, klon B2 pa povprečno 6,24 milijona celic/ml.  
Ko vrednosti VCD normaliziramo na standardni tip procesa za vsak klon, vidimo, da je 
največja razlika v maksimalni celični gostoti pri klonu A2, kjer celice pri razvitem tipu 
bioprocesa dosežejo 99 % višjo rast kot pri standardnem, pri klonu A1 pa je razlika 85,5 %. 
Pri celični liniji B,  klon B1 doseže 66 % višjo maksimalno VCD, klon B2 pa le 22 %. 
Povzamemo lahko, da razviti tip bioprocesa pri vseh klonih rezultira v višji koncentraciji 
celic in pospešeni rasti. 
Če rezultate primerjamo z kontrolnim poskusom testiranja temperature vidimo, da se tam 
najhitreje namnožujejo celice pri 36,5 °C in dosežejo 2,5x višjo koncentracijo celic, najnižjo 
VCD pa pri kultivaciji na 32 °C. Upočasnitev celičnega cikla zaradi znižane temperature 
vodi do zmanjšanja maksimalne viabilne celične gostote Tako lahko povišano maksimalno 
koncentracijo živih celic pripišemo predvsem vplivu temperature gojenja.  
Pri standardnih pogojih gojenja celične linije B, še posebej klona B2, ni opaziti značilne 
krivulje rasti, ki vključuje eksponentno fazo rasti, stacionarno fazo in fazo odmiranja. 
Koncentracija celic hitreje narašča prvih 6 dni, potem pa celice do zadnjega dneva gojenja 
ohranjajo precej enakomerno koncentracijo celic. 
4.2 ŽIVOST CELIC 
 
Slika 9: Primerjava viabilnosti celic med kloni A1, A2, B1 in B2 glede na tip bioprocesa. 
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Na podlagi rezultatov meritev deleža živih celic (viabilnosti) med gojenjem vseh štirih 
klonov v različnih kultivacijskih pogojih smo prikazali povprečno vrednost po času in njeno 
spreminjanje prikazali v obliki grafov na sliki 9. Do osmega dneva gojenja je viabilnost celic 
konstantno visoka, nad 97 %. Več variabilnosti pri živosti celic je opaziti od osmega dneva 
dalje. Obema klonoma celične linije A viabilnost z dneva osem na dan deset pade za nekaj 
odstotkov, bolj opazen pa je padec pri razvitem tipu bioprocesa. V enakem obdobju pri 
celičnem klonu B2 komajda opazimo padec viabilosti ne glede na tip bioprocesa. Od 
desetega dne do zaključka našega eksperimenta na dan 14 viabilnost strmo pade pri vseh 
klonih razen B2. Splošno slabšo viabilnost proti koncu bioprocesa kažejo kloni, gojeni pri 
razvitih pogojih. Pri večini linij je viabilnost na zadnji dan približno 20 % slabša kot pri 
enakem klonu pri standardnih pogojih, pri klonu B1 pa je razlika še večja. Pri klonih A1, A2 
in B1 je na dan 13 nekje med 55 in 60 %, v zadnjem dnevu pa pade še za približno 10 %. 
Najnižjo povprečno končno viabilnost (45 %) doseže klon B1 pri razvitem tipu bioprocesa. 
Znižanje temperature kultivacije podaljša živost celic, najverjetneje zaradi zakasnjene 
apoptoze (Moore in sod., 1997). 
Z živostjo celic na drugi polovici bioprocesa izstopa klon B2, pri razvitem tipu bioprocesa 
je viabilnost še vedno nad 90 %, na dan 14 pa celo višja kot na dan 13. To je malo verjetno 
in gre najverjetneje za napako meritve z Vi-cell analizatorjem. Najbolj konstantno viabilnost 
skozi celoten bioproces ima klon B2 pri standardnem tipu bioprocesa. Viabilnost med 
procesom niha zgolj za 1 % in tudi ob zaključku bioprocesa ima še vedno visoko viabilnost, 
kar kaže, da celice še niso prešle v fazo odmiranja in so zelo primerne za proizvodnjo mAb 
zaradi podaljšane faze produkcije. 
Če rezultate primerjamo s kontrolnimi procesi klona B2, kjer smo preverjali samo 
temperaturo, je viabilnost pri standardnem tipu bioprocesa na 34 °C višja brez 
suplementacije s putrescinom in s standardnim dohranjevalnim medijem. Rezultat kaže na 
toksičen vpliv putrescina. Podobna opažanja o negativnem učinku putrescina na kulturo 
CHO so bili poročani tudi že v literaturi, kjer so ugotovili, da lahko katabolizem poliaminov 
povzroči nastanek aldehidov, akroleinov in amonijaka v različnih metabolnih poteh, ki lahko 
negativno vplivajo na viabilnost (Pastorian in Byus, 1997; Yang in sod., 2000). Zato je 
pomembno doziranje putrescina pod mejo citotoksičnosti. 
4.3 DONOSNOST 
4.3.1 Volumetrična produktivnost 
Pri optimiziranih pogojih kultivacije z dodatkom putrecina in višjo koncentracijo glukoze v 
dohranjevalnem mediju opazimo povišanje volumetrične produktivnosti pri treh izmed štirih 
klonov (Slika 10).  
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Najvišjo donosnost, ovrednoteno z volumetrično produktivnostjo (g/l), ima ob koncu 
bioprocesa klon A1 pri razvitem tipu bioprocesa. Končni titer protiteles klona A1 je 
povprečno 4,65 g/l, kar je primerljivo z literaturo (Kunert in Reinhart, 2016). 
 
 
Titer (g/L)/klon A1 A1 A2 A2 B1 B1 B2 B2 
Tip biopr. Razviti  Standardni  Razviti  Standardni  Razviti  Standardni  Razviti  Standardni  
najnižji 4,59 2,97 3,63 3,1 2,93 2,77 0,97 1,3 
najvišji 4,7 3,51 3,64 3,19 3,26 2,85 0,99 1,36 
povprečje 4,65 3,31 3,64 3,15 3,11 2,80 0,98 1,33 
Slika 10: Končni titer mAb, merjen z ALC glede na klon in tip bioprocesa. 
Glede na rezultate magistrskega dela smo potrdili prvo hipotezo, da lahko pri različnih 
celičnih linijah pri enakih bioprocesnih pogojih pričakujemo različne konče titre. Titer je 
odvisen od celične linije. Rezultati (referenca na prilogo A, p-vrednost < 0,0001) kažejo 
statistično značilne razlike pri stopnji značilnosti 0,05. Celična linija A se izkaže za bolj 
donosno od linije B. Pri vseh klonih, razen pri B2, je donosnost višja pri razvitem tipu 
bioprocesa. Največja razlika v donosnosti je pri klonu A1, kjer z optimiziranimi pogoji 
dosežemo 40,5 % višji končni titer protiteles. Klon A2 in B1 imata v optimiziranih pogojih 
15,6 in 10,8 % višji končni titer protiteles. Odstopanje od trenda pa opazimo pri klonu B2, 
kjer je pri optimiziranih pogojih gojenja končni titer produkta 26,3 % nižji kot pri 
standardnih pogojih. 
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Vsi kloni razen B2 imajo boljšo volumetrično produktivnost pri razvitem tipu bioprocesa. 
To bi lahko pripisali mnogo večji koncentraciji živih celic v produkcijski fazi. Odstopa le 
klon B2, ki ima pri razvitem tipu bioprocesa prav tako večjo VCD, a je končna koncentracija 
mAb pri razvitem tipu bioprocesa vseeno za 26,3 % nižja. Na sliki 11 lahko vidimo, da se 
ravno pri klonu B2 koncentracija titra pri obeh tipih bioprocesa do dneva 10 skoraj ne 
razlikuje, potem pa pri standardnem tipu bioprocesa do dneva 14 še narašča, saj je viabilnost 
celic tega klona tudi v zadnjih dneh bioprocesa zelo visoka ter so celice še vedno v 
produkcijski fazi in ne v fazi odmiranja kot pri ostalih klonih. Razliko bomo kasneje razložili 
s specifično produktivnostjo celic.  
 
Slika 11: Primerjava titra monoklonskih protiteles med kloni A1, A2, B1 in B2 glede na tip bioprocesa skozi 
celoten bioproces. 
Ovržemo lahko našo drugo hipotezo, da z gojenjem različnih klonov iste celične linije pri 
enakih bioprocesnih pogojih pričakujemo enake končne titre produkta. Končni titer se med 
kloni razlikuje tudi pri enakem tipu bioprocesnih pogojev (p-vrednost razviti < 0,0001, 
p-vrednost standardni < 0,0004, referenca na prilogo B). 
Produkcija rekombinantnih proteinov temelji na stabilni integraciji ekspresijskega vektorja 
v genom gostitelja. Običajno to vključuje naključno integracijo DNA vektorja in kemijsko 
selekcijo za vključitev in amplificiranje transgenske sekvence, ki nosi zapis za produkt 
(Kaufman, 1990). Transfecirane celice se znatno razlikujejo v ekspresiji zaradi pomanjkanja 
kontrole doziranja gena in konteksta kromosoma, kamor se vključijo kopije in tako dobimo 
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različne klone. Naključna vključitev lahko prekine ali disregulira endogene gene (Kumar in 
sod., 2007) in povzroči potencialne spremembe v ostalih lastnostih celice (Yoon in sod., 
2004) torej lahko vpliva tudi na donosnost. Poleg genetske variabilnosti znaten delež 
raznolikosti prispevajo tudi fenotipske razlike med celicami istega klona, ki sestavljajo 
bazen (pool). To se zgodi zaradi naključnih ekspresijskih fluktuacij pri individualni celici. 
Raznolikost med transfeciranimi celicami naredi proces izbora klonov zahtevnejši. Visoki 
producenti so redki, še redkeje pa se zgodi, da ustrezajo tudi kriteriju kakovosti in hitre rasti. 
Stabilnost proteinske ekspresije je prav tako pogosto problematična (Pilbrough in sod., 
2009). 
Razlike v donosnosti med kloni iste linije verjetno lahko pripišemo naključni integraciji 
vektorske DNA. Kloniranje iz posamične celice bi potem moralo pripeljati do homogene 
celične populacije s primerljivim titrom produkta, kar je v našem poskusu potrjeno, saj imajo 
posamične ponovitve pri klonih med sabo zelo podobne donose. Pot do stabilnega klona pa 
je dolgotrajna in zahteva obsežna testiranja. Produktivnosti klonov se pri enakih pogojih, 
glede na prebrano literaturo lahko razlikuejejo od 1,5 do 8-krat (Yoon in sod., 2004; Al-
Faageh in sod., 2006).  
Razlike v donosnosti pri enakih bioprocesnih pogojih so najmanjše pri standardnem tipu 
bioprocesa celične linije A. Razlika je samo 5 %, ista celična linija pa ima pri razvitem tipu 
bioprocesa 22 % razlike v donosnosti. Pri celični liniji B so razlike med volumetrično 
produktivnostjo glede na tip bioprocesa večje – pri standardnem tipu se klona B1 in B2 med 
sabo razlikujeta za 54 %, pri razvitem pa kar za 70 %. 
4.3.2 Specifična produktivnost  
Pri interpretaciji podatkov na sliki 12 smo izpustili negativne vrednosti specifične 
produktivnosti v produkcijski fazi kulture, saj so posledica visoke variabilnosti meritev 
koncentracije produkta, opravljenih na napravi Cedex Bio HT. V produkcijski fazi 
pričakujemo prirast produkta, kar je razvidno tudi iz grafov primerjave titra mAb po času, 
zato lahko negativne vrednosti specifične produktivnosti tolmačimo kot napako, ki jo 
povzroči naprava. 
Najvišjo specifično produktivnost ima klon B1, ki pri razvitem tipu bioprocesa znaša 58,14 
pg/celica/dan, pri standardnem pa povprečno 66,6 pg/celica/dan (ref. na prilogo F). Klon B1 
pri razvitem tipu bioprocesa z VCD, primerljivim s klonom B2, doseže trikratno 
volumetrično produktivnost na račun približno trikrat večje specifične produktivnosti. Pri 
standardnem tipu bioprocesa doseže končni titer 2,8 g/l, kar je 80 % končnega titra 
najproduktivnejšega standardnega procesa klona A1 s samo 34 % povprečne celične gostote 
celic. Pri celični liniji B se proti koncu procesa pojavljajo velike razlike v produktivnosti 
med paralelkami, sicer pa ima klon B2 med procesom najmanj spremenljivo specifično 
produktivnost. 
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Slika 12: Primerjava specifične produktivnosti klonov A1, A2, B1 in B2 glede na tip bioprocesa. 
Pri vseh klonih je povprečna specifična produktivnost celic višja pri standardnem tipu 
bioprocesa. Tudi maksimalne specifične produktivnosti, ki jih celice dosežejo, so večje pri 
standardnih pogojih, ponavadi pa jih dosežejo od desetega dneva bioprocesa dalje. 
Namnoževanje celic takrat ni več tako aktivno, celični metabolizem pa se usmeri v izdelavo 
produkta, to pa se zgodi tudi na račun manjšega IVCC.  
Pri namnoževanju celic ni nujno da se rekombinantni vključek podvaja  sorazmerno z 
namnoževanjem celic. Že v uvodnem delu smo pisali o  mehanizmih, ki vplivajo na 
ekspresijski nivo proteinov v celicah. Celice CHO so poznane po genetski nestabilnosti 
(Pilbrough in sod., 2009). Tudi v našem primeru predvidevamo, da je vzrok za nižjo 
specifično donosnost pri razvitem tipu bioprocesov izguba kopij genetskega vključka  in 
pojav neproducirajočih, hitreje rastočih populacij celic in druge epigenetske modifikacije 
molekularnih  mehanizmov regulacije produkcije proteinov. Tako se pri povišani 
temperaturi ob večjem številu celičnih delitev na enoto časa količina rekombinantnega gena 
porazdeli med večje število celic, kar rezultira v višji volumetrični produktivnosti in nižji 
specifični produktivnosti.  
Vpliv gojenja celic pri subfizioloških pogojih smo pojasnili že v poglavju 2.6. Intuitivno bi 
predvidevali, da se z upočasnjenim metabolizmom s tem upočasni tudi produkcija eksogenih 
proteinov, opazimo pa nasproten učinek, ki ga lahko pojasnimo s podaljšano razpolovno 
dobo RNA, povišanim prepisovanjem določenih tarčnih genov s posebnimi vezavnimi mesti 
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znotraj promoterskih regij,  alternativno  spajanje mRNA in z izboljšano kakovostjo zvijanja 
proteina (Al-Fageeh in Smales, 2006; Marchantv in sod., 2008).  
Glede na povečano specifično porabo substratov bi pričakovali višjo specifično 
produktivnost pri razvitem bioprocesu, vendar se tam velik delež virov energije porabi za 
povečevanje biomase, medtem ko pri standardnem tipu bioprocesa celice hitreje preidejo v 
stacionarno fazo, ko je produktivnost najvišja. Pri standardnem tipu bioprocesa se 
produktivnost klona dalj časa ohranja oziroma celo zvišuje, medtem ko pri razvitem tipu 
bioprocesa, z izjemo klona B1, po osmem dnevu bioprocesa prične padati. To korelira z 
zgodnejšim padcem viabilnosti pri razvitem tipu bioprocesa, torej celice iz stacionarne, 
produkcijske faze preidejo v fazo odmiranja.  
4.4 KAKOVOST 
Pod kakovost produkta spada več lastnosti, saj že samo glikozilacijo protitelesa lahko delimo 
na več razredov. Razvit tip bioprocesa je bil v našem primeru optimiziran z namenom 
znižanja deleža afukozilacije (oz. zvišati delež fukozilacije), da se čimbolj približamo tarči. 
Prikazali smo še vpliv spremembe tipa bioprocesa na ostale glikanske strukture 
(manozilacija, sialilacija, galaktozilacija).  
4.4.1 Fukozilacija 
Pri interpretaciji deleža fukozilacije (Slika 13) smo uporabili delež nefukoziliranih glikanov 
(afukozilacija), ker v analitskem poročilu glikanskega mapiranja dobimo podane vrednosti 
afukoziliranih glikanov (bG0-N-F + bG0-F + bG1-F(2)) Tarčni vrednosti se najbolj 
približata oba klona celične linije B, oba pri razvitem tipu bioprocesa. Nasploh smo z 
optimiziranimi pogoji pri razvitem tipu bioprocesa dosegli nižje vrednosti deleža 
afukoziliranih glikanov kot pri standardnem tipu bioprocesa pri vseh klonih.  
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Slika 13: Prikaz deleža afukoziliranih N-glikanov našega mAb glede na tip bioprocesa in uporabljen klon. 
Z optimizacijo parametrov gojenja in modificiranim dohranjevalnim medijem nam je uspelo 
pri vseh štirih klonih povišati delež fukozilacije mA in se tako približati tarčni vrednosti. Pri 
treh od štirih klonov smo pri izboljšanem glikanskem profilu dosegli višjo donosnost. Vsi 
kloni razen B2 imajo boljšo kakovost pri razvitem tipu bioprocesa, ki je v primerjavi s 
standardnim tipom bolj donosen. Potrdimo lahko, da pri razvitem tipu bioprocesa delež 
fukozilacije uspemo povišati (ref. na prilogo D, p-vrednost 0,0023), titer pa pri 
optimiziranem deležu fukozilacije ni nujno nižji oziroma je višji pri treh izmed štirih klonov. 
 
Regresijska statistika Vsi tipi bioprocesa Razviti tip bioprocesa Standardni tip bioprocesa 
Koeficient korelacije, r 0,56446 0,59994 0,74758 
Koeficient determinacije R2 0,31861 0,35993 0,55888 
Prilagojeni R2 0,29136 0,28881 0,51476 
p-vrednost 0,0081 0,1595 0,7855 
Slika 14: Graf korelacije  končnega titra in afukozilacije glede na tip bioprocesa. Od leve proti desni;  ne glede 
na tip bioprocesa, za razviti tip bioprocesa in standardni tip bioprocesa. 
Za preverjanje linearne povezanosti med spremenljivkama smo izračunali koeficient 
determinacije R2, (podatke smo predstavili na sliki 14). R2 je merilo kako dobro model opiše 
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naše podatke, oziroma koliko variabilnosti ene spremenljivke lahko pojasnimo z 
variabilnostjo druge. Statistična obdelava naših podatkov nam da naslednje podatke; R2 za 
model vseh tipov bioprocesa: 0,318, razvitih 0,359 in standardnih 0,559. Pri interpretaciji v 
nadaljevanju uporabljamo vrednost prilagojeni R2 (angl. Adjusted R2, prilagojen delež  
razložene variance). Vidimo, da so naši modeli relativno šibki poleg tega imamo pri razvitem 
in standardnem tipu bioprocesov tudi p-vrednost večjo od 0,05 in lahko zaključimo, da naš 
model za razvite in standardne bioprocese ne pojasni veliko variabilnosti in naši podatki niso 
statistično značilni in se moramo vzdržati vsakršnega sklepanja iz našega vzorca na 
populacijo.  Pri vseh tipih bioprocesov (27) imamo nizek  prilagojen R2. in p-vrednost 
manjšo od 0,05 torej so naši podatki statistično značilni in z modelom pojasnimo le 29% 
variabilnosti. To je za nas dober rezultat, saj za doseganje želene kakovosti produkta ni 
nujno, da bo donosnost nižja.  
Kako nam je uspelo ohraniti visoko dosnostnost in znižati delež fukozilacije? Kot smo že 
omenili, je prisotnost jedrne fukozilacije pomembna lastnost kakovosti mAb in jo vrši 
fukoziltransferaza FUT8, ki za tvorbo vezi potrebuje aktivirano obliko L-fukoze; GDP-L-
fukozo. V našem eksperimentu opazimo pri razvitem tipu bioprocesa povišano specifično 
porabo glukoze, splošno pospešen metabolizem pri višjih temperaturah kultivacije so opazili 
tudi v ostalih študijah (Yoon in sod., 2003). Ker analiz metabolnega fluksa glukoze nismo 
izvajali, lahko samo predvidevamo, da se del porabljene glukoze v biosintezni poti pretvori 
v GDP-fukozo in to prispeva k povišanemu deležu fukozilacije mAb, Spodaj omenjamo 
povišan delež visokomanoznih ostankov na N-glikanu, teoretično višje koncentracije 
manoze, ki se porablja za manozilacijo pomenijo hkrati več substrata za fukozilacijo, ker se  
GDP‐manoza v biosintezni poti de novo s pomočjo encima GDP-manoza-4,6-dehidrataza 
(GMD) in še dveh pretvori v GDP-fukozo (Huang in sod., 2015). Splošno pospešen 
metabolizem pri višjih temperaturah kultivacije pa pozitivno vpliva na  biomaso in  
volumetrično donosnost. 
4.4.2 Manozilacija 
Vpliv optimiziranih pogojev na manozni profil mAb je pri našem eksperimentu zelo odvisen 
od klona kot lahko vidimo na sliki 15. Pri standardnem tipu bioprocesa so imelivsi kloni 
relativno podobne deleže manozilacije, celična linija B  nižje od celične linije A. Statistično 
značilen vpliv optimizacije procesa na manozilacijo smo opazili samo pri klonih A2 in B2 
(ref. na prilogo C, p-vrednost 0,0039, p-vrednost 0,0053). Pri razvitem tipu bioprocesa se je 
pri teh klonih delež manozilacije povišal. Klon B1 ima ne glede na tip bioprocesnih pogojev 
nizek in stalen delež manozilacije. Pri ostalih klonih se je delež Man5 in Man7 glikanov pri 
razvitem tipu bioprocesov povišal. Glede na literaturo bi lahko to pripisali povišani 
specifični produktivnosti  in nižji intracelularni dostopnosti UDP-GlcNAc in izražanju 2-β-
N-acetilglukozaminiltransferaze GnT1 (Fan in sod., 2014). Biosinteza UDP-GlcNAc pa je 
odvisna od  ekstracelularne dostopnosti glutamina (Wong in sod., 2005). V našem primeru 
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do limitacije z glutaminom ni prišlo. Prvih 8 dni bioprocesa je opažena visoka specifična 
poraba pri razvitem tipu. 
 
 
Slika 15: Prikaz deleža manozilacije N-glikanov našega mAb glede na tip bioprocesa in uporabljen klon. 
Dostopnost nukleotidnih sladkorjev v lumnu golgijevega aparata je pomemben mehanizem 
procesiranja glikanov. Ker v našem priemeru do limitacije z glukozo ni prišlo, 
predvidevamo, da je ozko grlo zagotavljanja intermediatov za pridobivanej energije in 
glikanske prekurzorje počasnejši transport oziroma sinteza nukleotidnih sladkorjev. Wong 
in sodelavci (2005) poročajo o povišanem deležu manozilacije rekombinantnega interferona 
gama pri nižji koncentraciji glukoze gojišču. Pomanjkanje znotrajcelične koncentracije 
nukleotindih sladkorjev (npr. UDP‐GlcNAc) vpliva na kompleksnejše procesiranje 
glikanov, kar se odraža v višjem deležu visoko-manoznih struktur (te nastanejo v zgodnejših 
fazah glikozilacije). 
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Slika 16: Prikaz deleža galaktozilacije N-glikanov našega mAb glede na tip bioprocesa in uporabljen klon. 
Kot vidimo na sliki 16, je galaktozilacija na podlagi naših rezultatov klonsko specifična 
lastnost.  Ne opazimo statistično značilne razlike med galaktolizacijo protitelesa glede na 
bioprocesne pogoje.  
4.4.4 Sialilacija 
 
Slika 17: Prikaz deleža sialiacije N-glikanov našega mAb glede na tip bioprocesa in uporabljen klon. 
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Nismo opazili statistično značilne razlike med sialiacijo protitelesa glede na bioprocesne 
pogoje, razen pri klonu B1, kjer je bila sialilacija rahlo povišana slika 17). Cistidin, asparagin 
in glutamin naj bi povišali delež sialilacije (Brühlmann in sod., 2015), CMP-sialilni 
transporter, vpleten v razvejitev glikanske strukture, pa naj bi bil inhibiran s koncentracijo 
amonijaka (Anthony in sod., 2008). V našem poskusu smo opazili nižjo koncentracijo 
amonijaka  (ref. na prilogo E) pri razvitem tipu bioprocesa in s tem morda lahko pojasnimo 
povišano sialilacijo IgG. Odziv na oksidativni stres se kaže v spremembi  metabolizma 
glukoze, povišani glikolizi,  sintezi manoze, znižani heksoaminski poti in tvorjenju acetil-
CoA. Ta metabolni prehod rezultira v nižjih koncentracijah metabolitov, ki se formirajo iz 
GlcNAc in posledično vodi v znižan delež sialiacije (Lewis in sod., 2016). 
4.5 METABOLIZEM GLUKOZE, GLUTAMINA IN LAKTATA 
4.5.1 Primerjava metabolizma glukoze in glutamina 
Sesalske celice ob prisotnosti kisika primarno metabolizirajo glukozo z oksidacijo piruvata, 
ki nastane med glikolizo in potem vstopa v TCA cikel (Maritnez in sod., 2012). V tej reakciji 
nastaja NADH, ki napaja oksidativno fosforilacijo za maksimalen izkoristek glukoze z 
minimalnim nastankom laktata. Hitro rastoče celične linije, ki jih uporabljamo pri 
proizvodnji rekombinantnih proteinov pa kljub dostopnosti kisika preklopijo na manj 
učinkovit metabolizem anaerobne glikolize, čeprav imajo na voljo zadostne količine glukoze 
in drugih hranil (Altamirano in sod., 2006). Posledica je slabši energijski izkoristek glukoze 
in akumulacija laktata v celicah.  
Specifična poraba glukoze je bila višja pri razvitem tipu bioprocesa. Povišana poraba pri 
razvitem tipu bioprocesa je verjetno razlog za hitrejšo rast in doseženo višjo koncentracijo 
celic, ki so se med dnevoma 3 in 6 najintenzivneje namnoževale in pospešeno porabljale 
glukozo kot vir ogljika. Naša opažanja se ujemajo s predhodnimi študijami metabolizma 
celic CHO, ki poročajo o povišani produkciji laktata in visokem fluksu glikolize v fazi 
eksponentne rasti, medtem ko v stacionarni fazi celice pričnejo laktat porabljati in se 
metabolizem glukoze upočasni (Ahn in Antoniewicz, 2011). 
Najbolj aktivna metabolna pot v prvih dneh bioprocesa je bila glikoliza, porabilo se je več 
glukoze (povp. > 40 ng/celico/dan pri razvitem tipu bioprocesa) in večji del piruvata, ki se 
je tvoril med glikolizo je bilo izločenega kot laktat. Vrednost laktata smo začeli meriti šele 
na dan 3, ko je že začela padati. Glede na analize metabolnih tokov predhodnih študij 
(Martinez in sod., 2013, Altamirano in sod., 2006, Mulukutla in sod., 2012) se v stacionarni 
fazi rasti del metabolnega toka glukoze preusmeri iz glikolize v oksidativno pentoza fosfatno 
pot. Glede na naše meritve se laktat začne porabljati in poraba glukoze upade na povp. 20 
ng/celico/dan. Poraba glukoze je bila rahlo višja pri razvitem tipu bioprocesa do konca 
procesa. Izstopa klon B1, ki je imel med celotnim procesom povprečno porabo glukoze nad 
30 ng/celico/dan.  
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Slika 18: Specifična poraba glukoze in glutamina, podano v ng/celico/dan. 
Glutamin vstopa v TCA cikel kot ɑ-ketoglutarat, pri pretvorbi se sprošča amonijak. 
Aminokisline se porabljajo v dveh glavnih poteh, kot gradniki pri sintezi proteinov in kot vir 
energije v katabolnih poteh. Poraba glutamina naraste, kadar je koncentracija primarnega 
vira ogljika (glukoze) omejena. Zaradi manjšega deleža piruvata, ki vstopa v cikel in velike 
porabe intermediatov TCA cikla za sintezo lipidov, potrebnih za proliferacijo, je glutamin 
nadomestni substrat, ki omogoči nastanek energije. Poraba glutamina je eden izmed 
indikatorjev metabolne aktivnosti celic (Vander Heiden in sod., 2009). V našem poskusu 
smo celice dohranjevali v presežku, zato do limitacije z glukozo ali glutaminom ni prišlo pri 
nobenem tipu bioprocesa (Slika 19), vseeno pa je bila poraba glutamina pri razvitem tipu 
bioprocesa na začetku višja od porabe glukoze (Slika 18). 
 
Slika 19: Koncentracija glukoze in glutamina v supernatanu glede na tip bioprocesa. 
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V obeh dohranjevalnih medijih je bila koncentracija glutamina enaka. Glede na zelo različno 
število celic glede na celično linijo in tip bioprocesa smo za boljšo interpretacijo izračunali 
specifične porabe glutamina. Pri klonu B1 je opaziti nekoliko večjo porabo glutamina kot 
pri ostalih klonih. Poraba glutamina je bila manjša v stacionarni fazi, ko ni tako aktivne 
celične rasti in je potreba po aminokislinah manjša, usmerjena pretežno v sintezo produkta. 
Med dnevoma tri in šest je bila specifična poraba glutamina pri vseh klonih višja pri razvitem 
tipu bioprocesa. Pri standardnih pogojih je poraba glutamina manjša za skoraj 30 %. To bi 
lahko pripisali pospešenemu namnoževanju celic v tem obdobju. 
Med dnevoma šest in osem je bila specifična poraba glutamina za 38 % nižja kot med 
dnevoma tri in šest, še vedno pa je ostala višja pri razvitem tipu bioprocesa. Ti rezultati so 
nepričakovani, saj so se v tem obdobju celice še aktivno namnoževale, specifična 
produktivnost pa je bila v tem obdobju visoka. Mogoče padec porabe lahko pripišemo 
temperaturnemu prehodu na četrti dan bioprocesa in upočasnitvi primarnega metabolizma. 
Od dneva osem do dneva deset pa je poraba glutamina padla na povprečno 14,5 oz. 10,1 
ng/celico/dan (standardni, razviti), razen pri klonu B1 pri standardnem tipu bioprocesa, ko 
je tudi na trinajsti dan ostala nad 20 ng/celico/dan. Prvih 8 dni bioprocesa je bila poraba višja 
pri razvitem tipu bioprocesa pri vseh klonih, po desetem dnevu pa so imele celice pri 
standardnem tipu bioprocesa aktivnejši metabolizem glutamina, kar sovpada s podaljšano 
viabilnostjo celic in specifično produktivnostjo. 
4.5.2 Primerjava metabolizma laktata 
Razgradnja glukoze je v metabolnem procesu glikolize, ki je prvi od treh metabolnih 
procesov razgradnje glukoze, glavni vir laktata, saj se produkt glikolize, piruvat, pri 
anaerobnih pogojih in v hitrorastočih celičnih kulturah tudi pri aerobnih pogojih, 
preferenčno pretvori v laktat (Altamirano in sod., 2006). V normalnih okoliščinah se le 
majhen delež energije glukoze sprosti prek anaerobnega metabolizma, pri sesalskih celicah, 
ki porabijo velike količine glukoze, pa se večina te kljub aerobnim pogojem pretvori v laktat. 
Pojav je znan kot Warburgov efekt aerobne glikolize (Warburg, 1956). Koncentracija laktata 
je povezana tudi z metabolizmom glutamina, saj celice energijo dobijo tudi iz glutaminolize 
(delna oksidacija glutamina do CO2, alanina ali aspartata in laktata) (Martinez in sod., 2012). 
Pri našem procesu je bil že v osnovnem gojišču kot vir ogljika poleg glukoze glutamin, v 
dohranjevalnih substratih pa glukoza monohidrat in glutamin. Glukoza in glutamin vplivata 
na laktatni profil, predvsem na metabolni prehod porabe laktata. Sicer pa je metabolni profil 
odvisen od intrističnih lasnosti celične linije, predvsem mitohondrijska aktivnost na katero 
pa pomembno vpliva tudi sestava medija (Zagari in sod., 2013). 
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Slika 20: Primerjava koncentracije laktata med kloni A1, A2, B1 in B2 glede na tip bioprocesa. 
Pri naših procesih je bila koncentracija laktata najvišja na začetku vseh bioprocesov (dan 3), 
do takrat so celice hitro rastle in tvorile laktat.  Začetna koncentracija je primerljiva med 
vsemi kloni, le B1 je imel znatno nižjo koncentracijo. To lahko pripišemo počasnejši rasti 
celic, saj dosežejo nekajkrat nižji VCD kot celice linije A. Vrednost, ki odstopa, pa je visoka 
koncentracija laktata od dneva deset pri klonu B2, ki ima tako kot B1 počasnejšo rast in s 
tem tudi metabolizem porabe virov ogljika (Slika 20). 
Po temperaturnem prehodu (na dan 4) pa se je začel laktat tudi porabljati, celice so prešle v 
stacionarno fazo rasti in je metabolizem bolj učinkovit. Celice začnejo porabljati ostale vire 
ogljika in laktat. Na zmanjšano tvorjenje laktata vpliva tudi znižanje temperature, saj se s 
tem metabolna aktivnost celic zmanjša. Tudi v literaturi (Masterton in sod., 2014) je pri 
nižjih temperaturah gojenja celičnih linij pogosto opažena upočasnjena metabolna aktivnost, 
ki se kaže v zmanjšani porabi glukoze, zmanjšani porabi kisika in zmanjšani produkciji 
laktata in amonijaka. Tudi pri naših procesihsmo podobno opazili za glukozo in laktat. Znano 
je, da počasnejša metabolna aktivnost vodi v zakasnjeno iniciacijo apoptoze (Moore in sod., 
1997). S povišano porabo laktata se podaljša rastna faza in produktivnost, opazimo lahko 
tudi, da imajo celice pri standardnem tipu bioprocesa nižje vrednosti laktata in tudi višjo 
viabilnost v primerjavi z razvitim tipom bioprocesa. To korelacijo opazimo pri vseh klonih, 
standardni tip bioprocesa je imel  proti koncu bioprocesa (od dneva 10 do 14) višjo viabilnost 
in specifično produktivnost, kar sovpada s padajočo koncentracijo laktata, ker se ta 
učinkoviteje porablja in ne nastaja. 
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Pri razvitem tipu bioprocesov pa se je pri 10. dnevu zgodil rahel porast koncentracije laktata. 
Tukaj bi lahko govorili o metabolnem prehodu, ker je laktat znova začnel nastajati. Morda 
lahko to pripišemo padcu viabilnosti in števila celic pri razvitem tipu bioprocesa. Proti koncu 
bioprocesa se spremenijo vrednosti raztopljenih plinov pCO22 in pO2, bolj kislega okolja in 
povečane produkcije ROS. Preusmeritev metabolizma na manj učinkovito anaerobno pot in 
produkcijo laktata najverjetneje predstavlja mehanizem obrambe celic pred oksidativnimi 
dejavniki, saj vodi v zmanjševanje (čezmerne) produkcije ROS v mitohondrijih in tako 
regulira moteno oksidativno stanje (Luo in sod., 2012). 
4.6 KONTROLA VPLIVA TEMPERATURE 
Sesalske celice tipično gojijo in vitro pri 37 °C, enaki pa so tudi pogoji in vivo. Zaradi 
številnih študij (Yoon in sod., 2003; Fox in sod., 2005), ki so pokazale, da se produktivnost 
celic poviša pri gojenju na nižjih temperaturah, in ugodnih vplivov na posttranslacijske 
modifikacije se v industriji pogosto uporablja sistem dvofaznega gojenja. Po zadostni 
namnožitvi celic izvedemo prehod na nižjo temperaturo. Kot kontrolo za preučevanje vpliva 
temperature s standardnim dohranjevalnim medijem smo uporabili klon B2 in tri paralelke 
procesa po temperaturnem prehodu na dan 4 gojili pri enaki temperaturi kot standardni tip 
bioprocesa (32 °C). Tri ponovitve smo gojili pri enaki temperaturi kot razviti tip bioprocesa 
(34 °C), dve ponovitvi pa na fiziološki temperaturi 36,5 °C brez temperaturnega prehoda. 
 
 
Slika 21: Vpliv temperature na koncentracijo celic, živost in produktivnost pri kontrolnih procesih klona B2. 
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4.6.1 Rast celic 
Iz grafov na sliki 21 je razvidno, da se najhitreje namnožujejo celice pri 36,5 °C in dosežejo 
2,5x višjo koncentracijo celic, kot pri kultivaciji na  32°C, ampak pri tej temperaturi celice 
najdlje ohranjajo visoko viabilnost. Ta pri 34 °C in 36,5 °C začne padati že po desetem 
dnevu. Upočasnitev celičnega cikla zaradi znižane temperature vodi do zmanjšanja 
maksimalne viabilne celične gostote (VCD) v primerjavi s kontrolo. Delno je kot rezultat 
zmanjšane celične rasti pri nižjih temperaturah opaziti manjše izčrpavanje metabolitov oz. 
manjšo porabo in tako je zmanjšana tudi akumulacija stranskih produktov kot npr. laktata. 
4.6.2 Produktivnost 
Zaradi globalne redukcije sinteze proteinov in povišane stabilnosti mRNA se tvori več 
rekombinantne mRNA (Yoon in sod., 2003). Ker je manj kompeticije za translacijo in 
zvijanje endogenih proteinov, se titer rekombinantnega proteina lahko zviša. Sinteza 
specifičnih proteinov, esencialnih za celični odziv na nižjo temperaturo, je tudi spremenjena, 
poročajo pa o spremembi ekspresije več kot 20 genov (Sonna in sod., 2002).  
Tudi naši rezultati potrjujejo ugotovitve iz prebrane literature (Xu in sod., 2019), da splošna 
produktivnost negativno korelira s povišano temperaturo. Brez sprememb dohranjevanja so 
celice dosegle najvišjo produktivnost pri najnižji testirani temperaturi (32 °C), tudi 
specifična produktivnost je bila pri tej temperaturi najvišja (z izjemo 8 dne pri temperaturi 
34 °C). Najnižji končni titer in tudi specifično produktivnost so imele celice, ki smo jih gojili 
pri 36,5°C. 
Pri standardnem bioprocesu z dohranjevanjem se večina celične proliferacije zgodi med 
eksponentno rastjo, med katero je sinteza mAb manjša, saj so celični resursi in energija 
usmerjeni v esencialne procese, potrebne za podvajanje celic. Sinteza produkta pa je 
ponavadi najvišja, ko so celice v stacionarni fazi rasti, ko je manj kompeticije z endogenimi 
proteini in celičnimi procesi (Gammel in sod., 2007).  
Generalni odziv na subfiziološko temperaturo se pokaže v celičnem odzivu, opaznem v 
upočasnjeni celični rasti, povišani celični viabilnosti, upočasnjenem metabolizmu in 
posledično manjši porabi substratov in kisika ter zmanjšanem kopičenju toksičnih stranskih 
produktov, upočasnjeni apoptozi, atenuaciji globalne transkripcije in translacije proteinov 
(Smales in sod., 2014; Al-Fageeh in sod., 2006). Samo s preverjanjem vpliva temperature 
na klon B2 smo ugotovili, da je za doseganje visoke koncentracije celic najbolj primerno 
gojenje na 36,5 °C, za doseganje visoke produktivnost in končnega titra ter ohranjanje visoke 
viabilnosti pa gojenje pri 32 °C. Z zviševanjem temperature smo dosegli povišan delež 
fukozilacije. Za splošno sklepanje o vplivu temperature kultivacije na donosnost in kakovost 
mAb, bi morali testirati več različnih klonov z različnimi vključki. 
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4.6.3 Kakovost produkta 
Pozitiven vpliv temperaturnega prehoda se je pokazal tudi na izboljšani kakovosti produkta. 
Protein se bolj pravilno zvija in modulira posttranslacijske modifikacije (Aghamohseni in 
sod., 2017). Na podlagi naših rezultatov smo prišli do zaključkov, da je temperatura znatno 
vplivala na N-glikolizacijo, ampak raznovrstno učinkovala na posamezne skupine 
glikovariant (Slika 22).  
Znižanje temperature gojenja pri fukozilaciji pomeni večji delež afukoziliranih glikanov (pri 
4,5 °C manj > 30 % manj fukozilacije), torej smo z zvišanjem temperature povišali 
fukozilacijo. Sialilacija IgG je bila najnižja pri testirani temperaturi gojenja 34°C. Manozni 
profil pa je bil nižji pri 32 °C in 36,5 °C, znatno se je  zvišal pri 34 °C.  
Povišanje temperature gojenja je pri tem klonu negativno vplivalo na titer in specifično 
produktivnost, vendar bi za potrjevanje vpliva temperature na produktivnost kontrolne 
procese morali izvesti za vsak klon posebej. 
 
 
Slika 22: Normalizirane vrednosti glikozilacije v kontrolnih bioprocesih. 
Potrdimo lahko, da smo z zviševanjem temperature gojenja pri klonu B2 doseglio višji delež 
fukozilacije (p-vrednost 0,0003). Pri ostalih glikanskih strukturah nimamo zaključka, kako 
s spremembo vplivamo na glikanski profil.  
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Z rezultati naših poskusov smo ugotovili, da je donosnost odvisna od celične linije in klona 
ter s tem potrdili našo prvo in ovrgli drugo hipotezo. Pri različnih celičnih linijah pri enakih 
bioprocesnih pogojih lahko torej pričakujemo različne konče titre. Celična linija A se je 
izkazala za bolj donosno od linije B. Razlike v donosnosti med kloni iste linije verjetno lahko 
pripišemo naključni integraciji vektorske DNA. 
Cilj optimizacije bioprocesa je bil povišati delež fukozilacije mAb, kar smo uspeli doseči pri 
vseh klonih, gojenih pri razvitih pogojih. Pri treh izmed štirih klonov je bil kljub izboljšani 
kakovosti titer mAb višji, kar zavrača našo tretjo hipotezo, ki je predpostavljala, da v 
bioprocesnih pogojih, kjer bo nastajal po kakovosti ustreznejši produkt, pričakujemo nižjo 
količino produkta. Obstaja torej možnost, da z izbiro pravega klona ugodimo obema 
zahtevama – razvijemo lahko donosen bioproces z visoko fukozilacijo protitelesa. V  
raziskavi smo opazili, da se v primeru optimizacije bioprocesa za zviševanje fukozilacije 
ostale glikovariante odzovejo različno glede na klon. Opisana situacija bolje ilustrira realnost 
v razvoju bioloških podobnih zdravil, kjer je kakovost kompleksen pojem in zajema mnogo 
različnih lastnosti produkta. Če bi želeli bioproces optimizirati za več hkratnih lastnosti 
produkta, bi pri iskanju optimalnih pogojev za vse različne lastnosti produkta skoraj gotovo 
morali žrtvovati tudi titer. V tem eksperimentu smo trditev, da si kakovost in produktivnost 
nista vedno nasprotujoča pojma preverjali univariatno, verjetno bi pri multivariatni analizi 
podatkov, torej če bi hkrati primerjali povezavo večih lastnosti kakovosti in donosnosti, bi 
model pri optimizaciji kakovosti pokazal nižji titer mAb. Za potrditev hipoteze v razširjenem 
smislu bi vsekakor morali izvesti še dodatne poskuse in obširnejšo analizo kakovosti.  
Donosnost oz. končna koncentracija mAb je bila pri razvitem tipu bioprocesa višja, obratno 
se je izkazalo le pri klonu B2. Najvišjo volumetrično donosnost je dosegel  klon A1 pri 
razvitem tipu bioprocesa. Specifična produktivnost celic je bila za razliko od volumetrične 
višja pri standardnem tipu bioprocesa, večje razlike so se pojavile proti koncu bioprocesa, 
ko je viabilnost celic pri razvitem tipu že padla. 
Hitrost pomnoževanja in dosežena maksimalna koncentracija živih celic je bila višja pri 
razvitem tipu bioprocesa pri vseh klonih. Klon A2 je dosegel najvišji VCD (28,7 mio 
celic/ml), najnižjega pa klon B2 (6,2 mio celic/ml). Živost celic je bila do osmega dneva 
procesa nad 97 % pri vseh klonih ne glede na tip bioprocesa, potem pa najhitreje padla pri 
razvitem tipu bioprocesa celične linije A, najnižjo viabilnost smo opazili pri klonu B1. Klon 
B2 je do konca bioprocesa ohranjal visoko viabilnost. 
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Razvoj rekombinantnih terapevtskih proteinov predstavlja pomemben napredek moderne 
biotehnologije. Danes je na trgu za humano rabo odobrenih več kot 60 terapevtskih mAb, 
namenjenih zdravljenju raka, avtoimunskih bolezni in v manjši meri tudi infekcijskih 
bolezni. Bioproces z dohranjevanjem celične linije CHO je v biofarmacevtski industriji 
najpogosteje uporabljen tip procesa za proizvodno mAb razreda IgG1. Za doseganje visoko 
donosnega bioprocesa z dohranjevanjem je pomemben razvoj visoko produktivnih celičnih 
linij s tehnikami genetskega inženiringa, optimalno suplementacijo celične kulture z 
dohranjevalnimi mediji, zmanjšanjem tvorbe stranskih produktov in kontrolo pogojev 
gojenja. Pridobivanje znanja o povezavah nam lahko pomaga zviševati titer in izvajati boljšo 
kontrolo kakovosti produkta v povezavi z glikozilacijo. Proizvodni proces je pogosto 
optimiziran z namenom zviševanja produktivnosti, a to poviša tveganje za ogrožanje 
kritičnih kakovostnih lastnosti rekombinantnega protitelesa. Številne strategije za zviševanje 
titra z namenom minimiziranja akumulacije stranskih produktov in podaljševanja 
produkcijskega časa so že bile uspešno implementirane. Med te sodijo omejevanje 
dohranjevanja glukoze, sprememba temperature gojenja, modulatorji glikozilacije in 
spremembe koncentracije substratov v dohranjevalnih medijih Vendar vseeno potrebujejo 
natančno kontrolo, saj omejevanje hranil lahko vodi do zmanjšane celične rasti in 
produktivnosti ter spremenjenega N-glikanskega profila.  
V našem delu smo bioproces z dohranjevanjem izvedli s štirimi kloni dveh celičnih linij. 
Testirali smo uporabo dveh različnih dohranjevalnih medijev v kombinaciji z različno 
temperaturo gojenja po zadostni namnožitvi celic. Predvsem smo preučevali vpliv dodatka 
putrescina v produkcijskem gojišču in spremenjeno sestavo dohranjevalnga medija ter višjo 
temperaturo gojenja na donosnost procesa  in kakovost produkta. Zaradi poenostavitve 
našega poskusa smo tarčno optimizirali le delež fukozilacije in preučevali vpliv še na ostale 
variante glikanov. Za izvedno poskusa smo bioproces z dohranjevanjem izvedli v stresalnih 
erlenmajericah. Uporabili smo jih zaradi praktičnosti in predvidljivih rastnih karakteristik za 
izbrani celični liniji. Tekom procesa smo spremljali koncentracijo substratov in stranskih 
produktov ter koncentracijo mAb v supernatantu. Na podlagi teh meritev smo ocenili 
donosnost tipa bioprocesa za posamičen klon. Z analizo glikanskega profila smo ocenili  
kakovost mAb oziroma v našem primeru podobnost z originalnim biološkim zdravilom.  
Naši rezultati kažejo, da je  končna koncentracija mAb v veliki meri odvisna od klona, prav 
tako glikanski profil mAb , ki ga klon proizvaja. Kombinacija optimizacije gojišča in 
dohranjevalnih medijev ter temperturni prehod so pozitivno vplivali na donosnost. Trije 
izmed štirih testiranih klonov so  imeli pri pogojih namenjenih optimizaciji kvalitete tudi 
volumetrično donosnost višjo  za povprečno 22%. Ta se je povišala na račun višje 
koncentracije celic in ne višje specifične produktivnosti. Pri vseh štirih klonih nam je z 
optimizacijo parametrov uspelo povišati delež fukozilacije in se tako približati tarčni 
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vrednosti. Korelacija med donosnostjo in deležem fukozilacije je za naše podatke šibka, torej 
ni nujno, da bi na račun izboljšane kakovosti produkta morali žrtvovati titer. 
Specifična poraba glukoze in glutamina kot vira ogljika in dušika je bila višja pri razvitem 
tipu bioprocesa, proti koncu procesa se je poraba izenačila in od trinajstega dne dalje so 
imele višjo specifično porabo celice pri standardnem tipu bioprocesa. Višja poraba 
substratov pri razvitem tipu bioprocesa se je pokazala tudi v višji akumulaciji laktata, ki je 
stranski produkt glikolize in glutaminolize pri hitrorastočih celicah. Akumulacija laktata kot 
posledica neuravnoteženega dohranjevanja za potrebe celic oziroma celičnega metabolizma 
negativno vpliva na celično rast. To korelacijo smo opazili pri vseh klonih, standardni tip 
bioprocesa ima proti koncu bioprocesa višjo viabilnost in specifično produktivnost, kar 
sovpada s padajočo koncentracijo laktata, ker se ta učinkoviteje porablja in ne nastaja.To se 
je izkalo pri vseh klonih, viabilnost je bila proti koncu procesa višja pri standardnem tipu 
bioprocesa kar sovpada z nižjo koncentracijo laktata. 
Za natančno optimizacijo glikozilacijskega profila so potrebna obširnejša testiranja 
posameznih celičnih klonov, določitev metabolizma in vpliv modulatorjev glikozilacije. V 
našem delu nam je z uporabo enega modulatorja (putrescina) in spremembo enega faktorja 
dohranjevalnega medija in spremenjenim temperaturnim prehodom uspelo kakovost 
približati tarči. Usmerili smo se predvsem v zvišanje deleža fukozilacije in to z 
optimiziranimi pogoji dosegli pri vseh klonih. Primerjali smo še ostale podvrste glikanov, 
kjer pa nismo dobili tako enotnih zaključkov oziroma dmo se v nekaterih pogledih umaknili 
od tarče. Za popolno optimizacijo kakovosti pa bi morali izvesti še vrsto drugih analiz in 
poskusov.  Kompleksnost kakovostnih parametrov bioloških zdravil in vpliv že manjših 
sprememb  bioprocesnih pogojev na  lastnosti produkta je razlog za relativno dolgotrajen 
razvoj bioloških podobnih zdravil. Kljub splošnim ugotovitvam je učinek odvisen od celične 
linije, celičnega klona in tarče. Odvisen je tudi od dohranjevalnega režima, dizajna vektorja, 
specifičnega tarčnega proteina in celično specifičnih razlik. Naši rezultati prispevajo k 
razumevanju vpliva sprememenjene sestave dohranjevalnih medijev ter pogojev kultivacije 
na rastni profil dveh celičnih linij, specifično porabo substratov, tvorbo stranskih produktov, 
končni titer protiteles in glikanski profil produkta. 
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Specifične produktivnosti klonov pri različnih tipih procesov (pg/celica/dan) 
 
